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Abstract 

 

Cucurbitaceae are a family of plants represented by a great diversity of species and cultivated 
crops all around the world. Within this family and in the genus Cucumis, the melon is particularly 
susceptible to Potyviruses, against which no allele of the translation initiation factor eIF4e gene has 
been able to induce a resistance. In cucumber, also a Cucurbitaceae in the genus Cucumis, Amano et 
al. (2013) identified an allele of the gene encoding for the VPS4 protein, which is involved in the 
resistance to the Potyvirus Zuchini yellow mosaic virus (ZYMV). In the cell, the VPS4 protein belong to 
the ESCRT complex (Endosomal sorting complexes required for transport) and is involved in the 
membrane deformation at the endosome level to create multivesicular bodies (MVBs). The ESCRT 
complex is highly conserved in all eukaryotic organisms and well described in yeasts and mammals. 
The use of cell membranes by ssRNA(+) viruses through ESCRT and VPS4 has been widely described for 
viruses infecting animals, including Human Papillomavirus (HPV) and Human Immunodeficiency (HIV) 
viruses. In recent years, the major role of vesicular transport in viral infection has also been 
demonstrated in plants. ssRNA(+) viruses form vesicles and quasi-organelles using cell endomembrane, 
integrating viral replication complexes (VRCs) and all the elements necessary for the replication of viral 
RNA and for the translation of viral proteins. 
This thesis focuses on two aspects: (1) the characterization of alleles of the Vps4 gene involved in 
melon in a recessive resistance to the Potyvirus Watermelon mosic virus (WMV) (2) and the study of 
the ESCRT involvement in the formation of viral vesicles in Potyvirus.  
In the first objective, I demonstrated that a point mutation in the gene encoding the VPS4 protein 
induces resistance to WMV in the melon accession TGR-1551. For this, I used a virus transformed with 
the wild type allele of Vps4 to infect the TGR-1551 accession. This allowed us to observe the restoration 
of the susceptibility in the resistant accession. In addition, all accessions from the natural diversity 
carrying this allele are also resistant to WMV. These results represent the first characterization of the 
molecular basis of resistance to WMV in melon. Combined with the results of Amano et al. (2013), this 
work is part of the identification of a gene for resistance to several Potyviruses. 
In the second objective, I demonstrated the involvement of ESCRT in the replication of Potyviruses. 
Using a yeast two-hybrid approach adapted to transmembrane proteins, we showed the interaction of 
the viral protein 6K2 with the CmVPS28, CmVPS2, CmVPS24 and CmVPS4 melon proteins. In addition, 
we localized the 6K2 / VPS4 interaction at the viral vesicle level in the plant cell. Since ESCRT has been 
characterized only at the level of MVBs, the presence of VPS4 at the level of viral vesicles, especially at 
the level of chloroplasts, implies the hijack of the entire ESCRT mechanism by the virus.  
Taken together, this work provides a better understanding of the viral vesicle formation mechanism 
during infection of a plant cell by a Potyvirus. It also offers the opportunity to identify new alleles 
providing resistance to Potyviruses in order to develop new resistant varieties.  
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Résumé 
 

Les Cucurbitaceae sont une famille de plantes représentée par une grande diversité d’espèces 
et cultivées dans toutes les régions du monde. Le melon, qui appartient à cette famille et au genre 
Cucumis, est particulièrement sensible aux Potyvirus, vis-à-vis desquels aucun allèle du facteur 
d’initiation de la traduction eIF4e n’a permis d’induire de résistance. Chez le concombre, une 
Cucurbitaceae du genre Cucumis, Amano et al. (2013) ont identifié un allèle du gène codant pour la 
protéine VPS4 (Vacuolar protein sorting protein 4), impliqué dans la résistance au Potyvirus Zuchini 
yellow mosaic virus (ZYMV). Dans la cellule, la protéine VPS4 appartient au complexe ESCRT 
(Endosomal sorting complexes required for transport) et est impliquée dans la déformation des 
membranes au niveau des endosomes pour former les corps multivésiculaires (MVBs). L’ESCRT est 
fortement conservée chez tous les organismes eucaryotes et bien décrite chez les levures et les 
mammifères. L’utilisation des membranes cellulaires par les virus à ARNsb(+) par le biais de l’ESCRT et 
de VPS4 est largement décrite pour les virus infectant les animaux, notamment pour les virus du 
papillome humain (VPH) et de l’immunodéficience humaine (VIH)  . Ces dernières années, le rôle 
majeur du transport vésiculaire dans l'infection virale a également été mis en évidence chez les plantes. 
Les virus à ARNsb+ forment des vésicules et des quasi-organites, en intégrant les complexes de 
réplication virales (VRCs) et tous les éléments nécessaires à la réplication de l'ARN viral et à la 
traduction des protéines virales. 
Cette thèse se concentre sur deux aspects : (1) la caractérisation d’allèles du gène Vps4 impliqués dans 
la résistance récessive au Potyvirus Watermelon mosaic virus (WMV) chez le melon (2) et l’étude du 
rôle de l’ESCRT dans la formation des vésicules virales chez les Potyvirus.  
Dans le premier objectif, j’ai montré qu’une mutation ponctuelle sur le gène codant pour la protéine 
VPS4 induit la résistance au WMV chez l’accession de melon TGR-1551. Pour cela, j’ai utilisé un virus 
transformé avec l’allèle sauvage pour infecter l’accession TGR-1551. Cela a permis d’observer la 
restauration de la sensibilité chez l’accession résistante. De plus, l’ensemb le des accessions portant 
cet allèle sont également résistantes au WMV. Ces résultats représentent la première caractérisation 
des bases moléculaires d’une résistance au WMV chez le melon. Associés aux résultats de Amano et 
al., (2013), ces travaux contribuent à l’identification d’un gène de résistance à plusieurs Potyvirus.  
Dans le second objectif, j’ai montré l’implication de l’ESCRT dans la réplication des Potyvirus. Par une 
approche de double hybride associé aux protéines transmembranaires, nous avons montré 
l’interaction de la protéine virale 6K2 avec les protéines CmVPS28, CmVPS2, CmVPS24 et CmV PS4 du 
melon. De plus, nous avons localisé l’interaction 6K2/VPS4 au niveau des vésicules virales dans la 
cellule de plante. L’ESCRT ayant été caractérisée uniquement au niveau des MVBs, la présence de VPS4 
au niveau des vésicules virales, en particulier au niveau des chloroplastes, implique le détournement 
de l’ensemble du mécanisme ESCRT par le virus.  
Pris ensemble, ces travaux contribuent à une meilleure compréhension du mécanisme de formation 
des vésicules virales au cours d’une infection d’une cellule  de plante par un Potyvirus. Ils offrent 
également l’opportunité d’identifier de nouveaux allèles apportant une résistance aux Potyvirus afin 
de développer de nouvelles variétés résistantes.  
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CHAPITRE I – INTRODUCTION GENERALE 

 

 

L'être humain a commencé à cultiver les plantes il y a 10 000 ans pour son alimentation [1]. 

En choisissant les plantes les plus intéressantes en fonction de leur phénotype (nombre et 

taille des fruits, nombre de graines, vitesse de croissance, …) pour les ressemer, les premiers 

agriculteurs ont réalisé, sans le savoir, de la sélection génétique. Ainsi, les premières plantes 

cultivées sont progressivement passées de l’état sauvage à l’état cultivé [2]. Ces variétés 

cultivées ont, au fil de siècles de sélection, produit des fruits de plus en plus gros, plus nutritifs, 

avec plus de graines, avec un développement plus rapide et en améliorant leur tolérance à 

l’environnement et aux maladies. La sélection classique a été le principal facteur 

d’amélioration des cultures jusqu’à l’arrivée de la révolution verte au milieu du XXe siècle. Les 

progrès de la mécanisation (tracteurs, moissonneuses, …) et de l’industrie chimique 

(herbicides, insecticides, engrais chimique, …) ont permis une augmentation radicale de la 

production [3,4]. Aujourd’hui, de nouveaux défis attendent l’agriculture mondiale. Selon 

l'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO; www.fao.org), d'ici 

2050, la population mondiale atteindra 9 milliards d'habitants. Pour nourrir toute cette 

population, la production alimentaire devra augmenter de 70%. Deux difficultés majeures 

s’ajoutent à cet objectif : (1) Les modifications rapides de l’environnement causées par le 

réchauffement climatique, risquant d’augmenter l’amplitude des évènements climatiques 

extrêmes et la récurrence des épidémies. (2) Les avancées issues de la révolution verte sont 

fortement remises en cause, notamment celles issues de l’industrie chimique. L’utilisation des 

intrants chimiques sur le long terme et en excès tels que les insecticides s’est révélée nocive 

pour l’environnement et la santé humaine [4,5].  

 

La solution qui sera apportée devra permettre la limitation, voir la complète suppression, des 

intrants chimiques. L’une des méthodes mise en avant est la sélection « moderne ». A l’aide 

des outils de séquençage et de biologie moléculaire développés à partir du début du XXe siècle, 

la sélection peut se faire sur des aspects génétiques. Cela permet d’augmenter 

considérablement la vitesse d’identification des traits d’intérêt et de réduire le temps 

nécessaire à l’introgression de ces traits dans des variétés cultivées [6,7]. 
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Les conditions de croissance optimales sont spécifiques à chaque espèce végétale et les écarts 

par rapport à ces optima constituent des contraintes. La première classe de stress est 

représentée par un environnement non vivant (stress abiotiques) comme la sécheresse, la 

salinité, la disponibilité des nutriments ou encore la température. La deuxième classe de stress 

est représentée par des organismes vivants (stress biotiques) comme les animaux, les insectes, 

les bactéries, les champignons et les virus [8,9]. Des variations génétiques présentes dans des 

variétés non cultivées, qui ont évolué sur de nombreuses générations dans leur 

environnement pour mieux tolérer l’ensemble des stress présent, sont une source de traits 

d’intérêt pour la sélection [10]. 

 

L'un des principaux objectifs de notre groupe de recherche est l'identification et la 

caractérisation de nouvelles résistances génétiques aux maladies virales chez les plantes 

cultivées. 
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Les Cucurbitaceae 

L'ordre des Cucurbitales est composé de quatre familles : les Begoniaceae, les Cucurbitaceae, 

les Datiscaceae et les Tetramelaceae. Les Cucurbitaceae sont la deuxième plus grande famille 

de l'ordre des Cucurbitales. Les plantes de cette famille sont représentées par plus de 115 

genres et 900 espèces. Elles ont un développement végétatif très similaire. Cependant, leurs 

fruits présentent une grande diversité dans leur forme, taille, couleurs et autres 

caractéristiques, résultant d’une variété d'utilisations. Ils sont également très utiles dans la 

classification des espèces et variétés de Cucurbitacées [11–14]. Les Cucurbitaceae sont 

principalement cultivées pour la production alimentaire sous forme de fruits mûrs, de graines 

ou de fleurs, mais aussi à des fins utilitaires et décoratives [11,15]. Cette famille de plantes 

représente la culture maraîchère la plus importante économiquement après celle des 

Solanacées. La production de la plupart des plantes cultivées de cette famille a doublé au cours 

des 25 dernières années, ce qui a retenu l'attention des sélectionneurs de plantes. Au niveau 

mondial, la production de pastèque (Citrullus lanatus) a atteint 100 millions de tonnes, les 

concombres (Cucumis sativus) 75 millions de tonnes, le melon (Cucumis melo) 27 millions de 

tonnes et les citrouilles et courges (Cucurbita pepo et Cucurbita maxima) 27 millions de tonnes 

(FAOSTAT 2018). 

 

Le melon 

Le centre de ressource génétique de légumes (CRBLeg) de l’INRAE situé à Montfavet possède 

une collection de ressources génétiques de melon. Cette collection est constituée d’accessions 

sauvages et cultivées originaire de toutes les régions du monde. Le melon (Cucumis melo) 

appartient à la famille des Cucurbitaceae et au genre Cucumis, qui comprend également le 

concombre (Cucumis sativus), une autre culture importante de Cucurbitacées. L'origine du 

melon cultivé par l'homme reste incertaine en raison de la grande diversité des régions 

cultivant cette espèce depuis plusieurs millénaires et la coexistence de melons sauvages et 

cultivés dans différentes régions du monde, encore de nos jours. Les premières 

représentations de melon cultivé remontent à la Chine en l'an 3000 avant JC, en Inde en l'an 

2000 avant JC et en Egypte en l'an 1500 avant JC.  
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Figure 1 : Exemple de diversité chez le melon.  
(A) var. cantalupensis cultigroup Charentais. (B) var. dudaim. (C) var. tibish. (D) var. momordica. (E) var. 
flexuosus. (F) var. conomon. (G) Fruits de melons sauvages. M. Pitrat,2007. Melon [16]. 
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Des données récentes de séquençage de plus de 1000 accessions de melon du monde entier 

suggèrent trois domestications distinctes, l’une en Afrique de l’Est et les deux autres en Asie, 

vraisemblablement en Inde [17]. De nos jours, les melons sont principalement récoltés comme 

fruits mûrs pour leur forte teneur en sucre. Les méthodes de sélection conventionnelles ont 

conduit à une large diversité variétale (figure 1) [16,18].  

 

Au niveau génétique, le melon est une plante diploïde (2n = 24). Le séquençage du génome 

du melon a été publié en 2012 en utilisant la lignée double haploïde DHL92 [19]. Ce 

séquençage couvre 83% de la longueur du génome estimée à 450 Mpb et permet la prédiction 

de 27 427 gènes codant. Des données de reséquençages sur plus de 1000 accessions ont été 

publiées depuis afin d’étudier la diversité génétique et les sources de résistances [20]. Des 

outils génomiques existent pour le melon et la biotechnologie végétale peut être utilisée pour 

introduire des gènes et transférer de nouvelles caractéristiques pour la sélection ou la 

validation fonctionnelle de gènes candidats impliqués dans des traits d’intérêt horticoles. La 

transformation par le biais d’Agrobacterium tumefaciens requière un protocole approprié et 

la disponibilité d'un système fiable de régénération des plantes. La première publication de 

transformation réussie du melon date de 1990 [21]. Depuis, plus de 40 protocoles de 

régénération de melon in vitro ont été décrits sur différents cultivars de melon [22–26]. 

Cependant, le melon est largement considéré comme une espèce récalcitrante pour la 

transformation génétique. Plusieurs facteurs biologiques et physiques affectent le taux 

d'efficacité et la régénération du melon qui rend la transformation difficile et dépendante du 

génotype [27–29]. Lors de la régénération des plantules, des anomalies morphologiques sont 

fréquentes. Il a été observé la présence de protubérances méristématiques qui ne se 

développent pas en pousses ou plantules normales sans dominance apicale [30,31] et la 

fréquence élevée des régénérants tétraploïdes [28,32]. La capacité de transformation varie 

considérablement selon le cultivar et les explants cibles. Des régénérants faux positifs sont 

généralement obtenus [33]. Même si des résultats ont été rapportés avec des génotypes 

particuliers [34,35], l'efficacité de la transformation reste relativement faible, et 

généralement comprise entre 0,7% et 3% [23,25,36–38]. 
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L’approche TILLING est une approche alternative qui a été développée très tôt chez le melon 

[39,40]. Des collections de mutants EMS de melon ont été constituées dans le cadre d’une  

collaboration entre INRAE (GAFL et IPS2) et 3 partenaires privés (ASL, Gautier Semences et 

Takii) [40]. Ces collections et l’identification de mutants par TILLING ont permis la validation 

fonctionnelle de gènes impliqués dans différents caractères du melon, en particulier des gènes 

du déterminisme du sexe [41–44]. 

 
Les virus infectant les Cucurbitaceae  

Les virus végétaux sont considérés comme responsables de la moitié des maladies infectieuses 

émergentes chez les plantes [45]. Il a été caractérisé au moins 70 virus pouvant infecter les 

Cucurbitaceae à travers le monde. Les principaux genres de virus identifiés infectant les 

Cucurbitaceae sont les Cucumovirus, Potyvirus, Polerovirus, Crinivirus, Ipomovirus, 

Begomovirus, Comovirus, Tospovirus, Carmovirus et Tobamovirus [46–48]. Il y a eu de 

nombreuses observations sur les pertes de récoltes dans les plantations agricoles suite à une 

infection naturelle, ou dans des essais expérimentaux dans lesquels les plantes sont infectées 

dès le début ou à différents stades de croissance des cultures [49–52]. Certains de ces virus 

sont répandus, causant des pertes majeures de rendement, tandis que d'autres restent limités 

à des régions géographiques limitées ou à des systèmes de culture spécifiques où ils ont une 

incidence économique mineure [53] (Figure 2). En plus de la réduction de la croissance des 

plantes, les symptômes viraux typiques des cucurbitacées sont classifiés dans trois grandes 

catégories [54] : 

 

 - Présence de mosaïques sur les feuilles parfois associées à une réduction de la taille 

des feuilles et la présence de cloques ou d’énations ; les fruits peuvent développer des 

décolorations et des déformations altérant leur qualité. 

 - Un jaunissement des feuilles âgées et matures ; la production de fruits 

possiblement réduite mais la qualité des fruits n'est généralement pas affectée. 

 - Nécrose soit sous forme de taches nécrotiques sur les feuilles, soit sous forme 

généralisée ou de flétrissement. 
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Figure 2 : Symptômes causés par certains virus sur les Cucurbitacées.  
(A) Mosaïque sur une feuille et un fruit d'une plante de melon infectée par le Watermelon mosaic virus 
(WMV); (B) Mosaïque sévère et déformation sur les feuilles et les fruits d'une plante de courgette 
infectée par le Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV); (C) Mosaïque et déformation sur les feuilles et les 
jeunes fruits d'une plante de courgette infectée par le Cucumber mosaic virus (CMV); (D) jaunissement 
des feuilles plus anciennes d'une plante de melon infectée par le Cucurbit aphib-borne yellows virus 
(CABYV) ; (E) Chlorose autour des veines sur une feuille d'une plante de concombre infectée par le 
Cucumber vein yellowing virus (CVYV); (F) Mosaïque jaune sévère sur une plante de pastèque infectée 
par le Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV); (G) Taches nécrotiques sur une feuille d'une plante 
de concombre infectée par le Muskmelon necrotic spot virus (MNSV); et (H) Chlorose sur une feuille 
d'un plant de melon infecté par le Squash mosaic virus (SqMV). Hervé Lecoq et Cécile Desbiez, 2012. 
Viruses of Cucurbit Crops in the Mediterranean Region: An Ever-Changing Picture [48]. 
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Les virus sont principalement transmis par le biais d’insectes vecteurs tel que les pucerons, les 

aleurodes et les thrips. Dans certains cas, il a été reporté des transmissions par champignons, 

par les graines ou par contact direct entre plantes infectées [55–58].  

 

La résistance génétique aux virus chez les végétaux 

Les virus sont des parasites obligatoires qui utilisent les ressources cellulaires dans toutes les 

étapes de leur cycle de réplication. Au cours du processus d'infection, les facteurs viraux 

interagissent avec les facteurs de l'hôte.  

Les plantes, contrairement aux mammifères n’ont pas de système immunitaire adaptatif. Au 

lieu de cela, elles s'appuient sur l'immunité innée de chaque cellule et sur les signaux 

systémiques émanant des organismes infectieux (PAMPs) [59]. La reconnaissance des PAMPs 

par la plante induit l’immunité appelée PTI (Pathogen-triggered immunity), induisant 

l’expression d’un ensemble de réponses destinées à résister à une attaque de pathogène [60]. 

La perception des agents pathogènes peut également se produire via la reconnaissance 

d’effecteurs, qui sont des molécules synthétisées par les pathogènes et délivrées dans le 

milieu extracellulaire ou dans la cellule végétale pour améliorer leur capacité infectieuse, par 

exemple, en neutralisant l'induction du PTI [60,61].  

Un second niveau de défense immunitaire intervient chez la plante peut intervenir, le système 

immunitaire ETI (Effector-triggered immunity). Ce dernier peut s’activer sous deux conditions : 

(1) Lors d’une interaction directe avec un effecteur viral. (2) Ou de manière indirecte en 

détectant le produit de l’action d’un effecteur virale, tel que l’inhibition d’une voie de 

signalisation du PTI. Les gènes impliqués dans l’activation de l’ETI codent généralement pour 

des protéines NBS-LRR [62–64]. Si le gène codant pour une protéine NBS-LRR est absent ou 

inactif, le système immunitaire ne se déclenche pas et la plante est infectée. Dans ces deux 

cas, la présence d’un seul allèle d’un gène R codant pour une NBS-LRR, capable de détecter le 

pathogène est suffisant pour induire une immunité. On parle ainsi de résistance dominante 

[65].  
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Figure 3 : Représentation schématique de la résistance dominante et récessive dans un 
pathosystème plante-virus.  
Une protéine codée par un virus peut agir comme un facteur d'avirulence qui est reconnu par une 
protéine de résistance (R) codée par l'hôte. L'interaction entre un facteur d'avirulence viral et une 
protéine R de l'hôte déclenche des réponses de défense en aval, entraînant l'activation de la résistance 
dominante. Les virus végétaux sont des parasites obligatoires et nécessitent diverses protéines codées 
par l'hôte (facteurs de l'hôte) pour terminer les étapes de leur cycle de vie. Par conséquent, l'absence 
de facteurs hôtes appropriés ou l'inhibition des interactions entre les protéines virales et les facteurs 
hôtes correspondants peuvent conférer une résistance récessive. Soo-Jung Han et al., 2019. Recessive 
Resistance: Developing Targets for Genome Editing to Engineer Viral Disease Resistant Crops [66]. 
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Lors de l’infection, les protéines virales recrutent de nombreux facteurs de l’hôte pour assurer 

la réplication du virus. Ces facteurs hôtes sont des protéines exprimées par la cellule, exerçant 

diverses fonctions et permettant aux mécanismes cellulaires de fonctionnées [67]. Ils se 

différencient des protéines dite NBS-LRR dont la seule fonction est de reconnaitre les agents 

pathogènes.  

L'absence ou la modification de structure d'un ou de plusieurs de ces facteurs chez l’hôte 

entraîne une absence d'infection, une réplication réduite du virus ou un mouvement ralenti, 

résultant a une faible accumulation de virus et des symptômes faibles chez les plantes 

infectées. Ces facteurs sont responsables de la sensibilité de l’hôte à l’infection. L’absence ou 

la modification de la structure protéïque codée par un gène de sensibilité ne permet plus au 

facteur viral d’interagir avec elle, empêchant le virus de compléter son cycle de réplication. 

L’absence du facteur de sensibilité implique que la modification soit, au niveau génétique, 

présente à l’état homozygote, on parle dans ce cas de résistance récessive [66–68]. 

 

Les résistances génétiques aux virus identifiées chez le melon 

Des sources de résistance à plusieurs virus ont été décrites et leur hérédité a été étudiée dans 

de nombreux cas [16,69]. Les sources de résistance se trouvent principalement dans des 

accessions originaires d'Inde (PI 414723, PI 180280, PI 180283, PI 124112, PI 313970…) mais 

aussi d'Extrême-Orient (PI 161375, Freeman’s cucumber) ou du Zimbabwe (TGR 1551). Les 

gènes impliqués dans ces résistances ont été identifiés pour certains d’entre eux, d’autres 

restent à identifier [70–72].  

Jusqu'à présent, peu de cultivars améliorés résistants aux virus ont été publiés. De plus, des 

infections virales mixtes étant souvent observées dans une culture de melon, le pyramidage 

de résistance à plusieurs virus est nécessaire pour la construction de systèmes de cultures 

durables [73].  

 

 

 
 
 

 
 
 
 



36 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



37 
 

Cycle de réplication du génome des virus ARNsb(+) 

Les virus du groupe IV, virus à ARN simple brin de sens positif (ARNsb(+)) constituent le plus 

grand groupe de virus infectant les végétaux. Ces virus ont de petits génomes qui codent un 

nombre limité de protéines et comme tout virus, ils dépendent de leurs hôtes pour compléter 

les différentes étapes de leur cycle de réplication. Tous les virus à ARNsb(+) doivent accomplir 

des étapes de base similaires pour répliquer leurs génomes (figure 4) [74,75].  

La première étape est la synthèse des protéines de réplication virale. Le génome de l'ARN 

simple brin est de polarité positive, ce qui signifie qu'il peut agir comme un ARN messager 

(ARNm) immédiatement après le retrait de la capside virale [76]. Comme le génome des virus 

ne codent pas pour les facteurs de traduction ou pour les ribosomes, ils doivent utiliser le 

mécanisme de traduction de l'hôte pour effectuer cette étape. L'étape suivante est 

l'assemblage du complexe de réplication virale (VRC), qui est associé aux membranes 

intracellulaires. Le complexe VRC contient des protéines virales, des protéines de l’hôte et 

l’ARN viral. L'ARN viral sert à la fois d'ARNm pour la traduction et de modèle pour la 

réplication, ainsi la traduction et la réplication sont souvent étroitement liées. L'association 

des VRC avec les membranes intracellulaires est commune à tous les virus à ARNsb(+) 

caractérisés à ce jour [77]. Cette association entraîne la formation de vésicules ou sphérules 

membranaires qui constituent des compartiments subcellulaires, dans lesquels les protéines 

de réplication et les ARN viraux sont séquestrés et isolés du contenu cytoplasmique de la 

cellule. Ainsi, la formation de ce compartiment peut jouer un rôle protecteur contre la 

dégradation des ARN viraux. Il a également été démontré que les membranes jouent un rôle 

actif dans la réplication virale, et la modification de la composition lipidique des membranes 

intracellulaires entraîne une diminution de la réplication virale [78].  
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Figure 4 : Représentation schématique du cycle d'infection des virus à ARNsb(+) de plantes. 
Après leur entrée dans les cellules hôtes, les ARN génomiques viraux sont libérés des virions dans le 
cytoplasme, où ils sont traduits par les ribosomes de l’hôte. Les protéines de réplication virale 
résultantes ciblent et recrutent les protéines hôtes vers les membranes intracellulaires où elles 
forment des complexes de réplication virale (VRC), comprenant également le génome du virus. Le VRC 
synthétise un ARN à brin négatif complémentaire (ARN(-)) en utilisant l'ARN génomique d'origine 
comme matrice. L'ARN(-) est ensuite utilisé comme matrice pour synthétiser un grand nombre de 
nouveaux ARN (+). Les ARN de la descendance (+) sont libérés des VRC et subissent des cycles 
supplémentaires de traduction et de réplication, ou se déplacent vers des cellules adjacentes, ou sont 
encapsidés dans des virions. Kiwamu Hyodo and Tetsuro Okuno, 2014. Host factors used by positive-
strand RNA plant viruses fir genome replication [79]. 
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D'autres protéines virales et hôtes sont recrutées dans les VRC souvent par le biais 

d'interactions protéine-protéine avec l'ancrage membranaire. Les facteurs hôtes, telles que 

les chaperonnes et les kinases, peuvent réguler le repliement et les interactions des protéines 

virales [80,81]. Pour certains virus, les protéines de réplication virale (RdRp) sont introduites 

dans les VRC en tant que précurseurs de polyprotéines qui incluent le domaine de l'ancrage 

membranaire [82]. Ces précurseurs ont souvent des activités différentes par rapport aux 

protéines matures correspondantes. Ainsi, le traitement régulé des précurseurs par les 

protéinases virales offre des opportunités supplémentaires pour contrôler l’expression au 

cours des différentes étapes de la réplication [83–85]. 

 

La dernière étape de la réplication virale est la synthèse de l'ARN qui formera la descendance. 

Un ARN complémentaire négatif (-) est synthétisé par le RdRp viral en utilisant l'ARN(+) 

comme matrice. Les éléments agissant en Cis, situés à l'extrémité 3' de l'ARN(+), sont 

constitués de structures secondaires d'ARN, telles que des tiges-boucles et des pseudos-nœud 

[86–88]. Ceux-ci sont reconnus par le RdRp et agissent comme des promoteurs pour la 

synthèse de l'ARN(-). Une hélicase virale est, dans la plupart des cas décrit, responsable du 

déroulement des régions d'ARN double brin formées lors de la synthèse de l'ARN(-). Cela 

permet à l'ARN(-) nouvellement formé de servir de modèle pour la synthèse de l'ARN(+) de la 

progéniture [89]. L'ARN descendant (+) est synthétisé en excès de 10 à 100 fois par rapport à 

l'ARN (-) brin, ce qui suggère que des mécanismes sont en place pour réguler l'activité du RdRp 

pendant la synthèse des brins d’ARN [74,90].  
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 Les Potyvirus et l’organisation de leur génome 

Le genre des Potyvirus appartient au virus du groupe IV et à la famille des Potyviriadae. Cette 

famille comprend 8 genres et plus de 190 espèces dont plus de 140 appartiennent au genre 

des Potyvirus selon le Comité international sur la taxonomie des virus (2014 ; 

https://talk.ictvonline.org/) [91]. Les Potyvirus sont responsables de pertes significatives dans 

de nombreuses cultures [48,57]. Ils sont généralement transmis de manière non-persistantes 

par des insectes vecteurs tel que les pucerons. Ils sont dans de rares cas, transmis par les 

semences. Les symptômes sur les plantes infectées par des Potyvirus peuvent différer. 

Généralement, les plantes présentent des motifs en mosaïque sur les feuilles, un retard de 

croissance, un enroulement des feuilles et une déformation des fruits.  

En général, les membres de cette famille ont une particule virale flexible, dont le diamètre 

varie de 11 à 15 nm et la longueur entre 650 et 950 nm (Figure 5). Le génome des Potyvirus 

est d’environ 10 kb et est formé d’ARNsb(+). À l'extrémité 5' de l'ARN, la protéine virale VPg 

est liée de manière covalente à l'ARN et l’extrémité 3’ de l’ARN est polyadénylée. Ces éléments 

sont essentiels pour que la machinerie de l’hôte initie la traduction du génome viral comme 

s’il s’agit d’un ARNm [92]. À l'exclusion des UTR, la partie restante du génome viral est 

composée de deux cadres de lecture ouverts (ORF), avec un court ORF intégré dans le cistron 

P3 [93]. Ces deux ORF codent pour une polyprotéine de 358 kDa et une protéine de 7 kDa 

appelée PIPO (Pretty Interesting Potyviridae ORF), respectivement.  La polyprotéine est clivée 

par trois protéinases virales en dix protéines matures. Ces protéines virales sont P1, HC-Pro, 

P3, 6K1, Hélicase ou inclusions cylindriques (CI), 6K2, VPg, Pro, ARN polymérase ARN 

dépendante (RdRp) et CP. Le PIPO est traduit par une fusion de protéines avec la partie N-

terminale de la protéine virale P3, qui est appelée P3N-PIPO en raison du glissement au niveau 

transcriptionnel [94].  
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Figure 5 : Structure du virion et du génome des Potyvirus. 
(A et B) Structure des virions de WMV. (B) Rendus en coupe calculé pour le WMV. Les densités 
segmentées sont représentées tel que : la région centrale de la CP du WMV en bleu clair, le bras N-
terminal en bleu foncé et le bras C-terminal en jaune. Le côté intérieur de l'hélice en orange et l’ARNsb+ 
en rouge. Extrait de Mikel Valle et al., 2017. Potyvirus virion structure shows conserved protein fold 
and RNA binding site in ssRNA viruses [95]. (C) Cartes du génome du genre Potyvirus. Le long cadre 
de lecture ouvert est représenté comme une boîte divisée en produits finis par des lignes noires . L’ORF 
de la protéine PIPO est indiqué comme une zone striée sous la région P3. La protéine terminale (VPg) 
est représentée par un cercle noir. HCpro en bleu et P1 en gris. Adapté de Frédéric Revers et Juan 
Antonio García, 2015. Molecular biology of Potyviruses [96]. 
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Les protéines virales associées à la réplication RdRp, VPg-Pro et CI. 

La RdRp est responsable de la synthèse des ARN viraux. Cette protéine contient deux signaux 

de localisation nucléaire et peut faire la navette entre le cytoplasme et le noyau. Cependant,  

le rôle de cette mobilité n’est pas connu. La présence de la RdRp dans la vésicule de réplication 

virale (VRC) a été démontrée et est médiée par l'interaction de la RdRp avec le domaine VPg 

et Pro du complexe 6K2-VPg-Pro [97,98]. 

 

Les séquences codant pour VPg-Pro comprennent essentiellement deux cistrons en raison de 

la présence d'un site de clivage sous-optimal interne [99]. La protéine virale VPg peut être 

uridylée par le RdRp, permettant à la VPg d'agir comme une amorce pour la synthèse 

complémentaire de brins d'ARN. Il a été démontré que plusieurs facteurs de protéine hôte  

interagissent avec le RdRp [100]. L'hélicase contient plusieurs domaines de liaison à l'ARN 

[101]. Son activité ATPase et ARN hélicase est requise pour la synthèse d'ARN. De plus, 

l'hélicase s'associe à la protéine CP du virus et se localise au voisinage des plasmodesmes (PD), 

suggérant qu'elle joue un rôle dans le mouvement du virus [102,103]. 

 

La protéine CI est le plus gros produit du génome des Potyvirus. Il forme des inclusions 

cylindriques très caractéristiques en forme de moulinet dans le cytoplasme des cellules 

infectées. La protéine CI présente une activité adénosine triphosphatase (ATPase) et ARN 

hélicase [104]. Elle joue un rôle dans la réplication de l'ARN et pendant la traduction en aidant 

à dérouler l'ARN. La protéine CI est aussi impliquée dans le mouvement viral, ce qui concorde 

avec sa présence dans des structures proches des plasmodesmes [105]. 
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Les protéines transmembranaires 6K2 et 6K1 

La protéine virale 6K2, qui a un poids moléculaire de 6 kDa, est la seule protéine virale 

identifiée chez les Potyvirus responsable de la formation de vésicules de réplication [106]. 6K2 

est caractérisée comme une protéine associée à la membrane composée d'une queue N-

terminale de 19 acides aminés, d'un domaine transmembranaire de 23 acides aminés et d'une 

queue C-terminale de 11 acides aminés. Elle adopte une topologie où la queue N-terminale 

est située dans le cytoplasme et la queue C-terminale est située dans la lumière [107].  

 

Aucune fonction de 6K1 n'a été rapportée, malgré le fait que 6K1 soit présent sous forme de 

protéine mature au cours de l'infection virale [108]. Les seules informations sont que 6K1 est 

recruté par 6K2 au niveau des VRC et que la complémentation en trans de la protéine 6K1 

n’est pas suffisante pour complémenter la perte de sa capacité d’infectivité d’un Potyvirus KO 

pour 6K1 [109].  

 
 

 

Protéines virales associées au mouvement : P3N-PIPO, HC-Pro et CP 

Les virus végétaux codent pour une ou plusieurs protéines appelées protéines de mouvement 

(MP) pour permettre la propagation du virus de cellule à cellule et de manière systémique. 

Dans le cas des Potyvirus, il n'y a pas de MP définie. Cependant, certaines protéines codées 

par le génome des Potyvirus ont certaines propriétés qui peuvent les classer comme MP. La 

protéine virale P3N-PIPO suit la voie sécrétoire, se localise aux plasmodesmes (PD) et se 

déplace de manière intercellulaire [105,110]. Le niveau d'expression de P3N-PIPO peut 

moduler le dépôt des CI virales au niveau des PD, ce qui peut affecter davantage la formation 

d'une structure conique pour le mouvement du virus [110]. 
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La protéine HC-Pro se distingue par trois domaines : le domaine N-terminal est requis pour la 

transmission par les pucerons, le domaine central est impliqué dans la suppression de l'ARN 

silencing de l'hôte et le domaine C-terminal porte une activité protéase ciblant la polyprotéine 

virale [111]. Il a également été démontré que la HC-Pro joue un rôle dans le mouvement des 

virus [112]. La protéine a une distribution cellulaire uniforme dans tout le cytoplasme, sous 

forme de grandes inclusions cytoplasmiques amorphes ou de petites inclusions en forme de 

points dans le cytoplasme qui s'associent au réticulum endoplasmique (ER) et aux 

microtubules (MT) [113]. HC-Pro interagit avec plusieurs autres protéines virales, telles que 

l'hélicase, P1 et VPg-Pro. De nombreuses interactions entre les protéines hôtes et HC-Pro ont 

également été identifiées [114,115]. Récemment, il a été démontré que HC-Pro améliore la 

stabilité des CP viraux et régule à la hausse le rendement des virions, ce qui entraîne la 

production d'une descendance virale plus infectieuse [116]. 

 
La CP est nécessaire pour l'assemblage des particules virales, le mouvement intercellulaires et 

à longue distance. Jusqu'à 2000 copies de la CP forment le bouclier protecteur de la particule 

virale. Structurellement, les domaines N et C terminaux de la CP sont exposés à la surface de 

la particule et permettent des interactions entre sous-unités, facilitant l'assemblage de la 

particule virale [117]. Il a également été montré que les domaines N et C-terminaux sont 

nécessaires dans le mouvement à longue distance du virus, tandis que le domaine central est 

essentiel pour le mouvement intercellulaire du virus. La protéine virale CP peut également 

augmenter la limite d'exclusion de taille du PD, provoquant la transmission d'une infection 

virale de cellule à cellule [118,119]. 
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Les protéines P1 et P3 

Le produit N-terminal de la polyprotéine constitue la protéine virale P1 des Potyvirus. Cette 

protéine est caractérisée comme l'une des protéases virales. Elle fonctionne à la jonction de 

P1 et HC-Pro, et conduit à la libération de la protéine virale P1 de la polyprotéine [120]. La 

partie N-terminale de P1 porte le domaine non protéolytique et est non essentiel  pour 

l'infection virale. Au contraire, la partie C-terminale qui contient le domaine protéolytique et 

le site de reconnaissance du clivage de protéase est requise pour la viabilité du virus [121]. 

 

P1 est également une protéine de liaison aux acides nucléiques [122]. La protéine P1 est 

associée aux inclusions induites par l'hélicase CI [123]. Des données plus récentes montrent 

que P1 présente une localisation subcellulaire dynamique, la protéine entrant et sortant du 

noyau au stade précoce de l'infection virale [124]. La suppression de P1 affecte la réplication 

du virus, et les mouvements de cellule à cellule et systémiques se produisent à un rythme 

réduit. Lorsque P1 est complémenté en trans, l’efficacité de la réplication virale est augmentée 

de plusieurs fois en comparaison à une infection normale [121]. P1 interagit avec les sous-

unités ribosomales de l'hôte 60S pendant l'infection, ce qui stimule la traduction des protéines 

virales [124]. 

 

La protéine P3 est caractérisée comme un déterminant de la pathogénicité des plantes. En 

échangeant les fragments du génome P3 de deux isolats de TuMV, les souches UK1 et CDN1 

ont montré des symptômes d'infection commutés. Il a été démontré que P3 détermine le 

phénotype d'infection et l'avirulence du TuMV [125,126]. Le clivage de la protéine précurseur 

P3-6K1 joue également un rôle régulateur pendant l'infection virale [127]. De plus, la protéine 

P3 est impliquée dans la réplication du virus. P3 s'est avéré s'associer à la réplicase virale RdRp 

dans les cellules infectées [128].  

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 



50 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



51 
 

 Les voies de transport cellulaires 

Il a été démontré que les virus végétaux ont besoin de détourner les voies de formation et de 

transport des vésicules pour l'infection de la cellule hôte (voir ci-dessous). Par conséquent, un 

aperçu des mécanismes impliqués chez les cellules végétales est donné ici. 

Le transport ou le recyclage de composés cellulaires tels que des protéines, molécules ou 

lipides entre les différents organites ou vers le milieu extra-cellulaire implique la déformation 

des membranes aboutissant à la formation de vésicules [129,130]. Le trafic membranaire dans 

la cellule est réalisé par des mécanismes essentiels et conservés au cours de l'évolution. Des 

gènes homologues impliqués dans ces mécanismes se retrouvent dans toutes les cellules 

eucaryotes et dans certaines archées [131–133]. La formation de vésicules cytosoliques, 

également appelées vésicules externes, peut être divisée en plusieurs étapes, à savoir : la 

déformation endomembranaire, le mouvement des vésicules et la fusion avec les organites 

ciblés ou avec la membrane plasmatique. Ces composés proviennent de la lumière du 

compartiment d'origine ou sont associés à la membrane. Les vésicules luminales, également 

appelées vésicules internes, se forment à l'intérieur de la lumière des organites. Ces vésicules 

transportent des composés issus du cytosol et de la membrane de l’organite. L'inactivation 

des mécanismes associés à la formation de vésicules externes ou interne est généralement 

létal si elle n'est pas compensée par une voie alternative ou par une protéine à fonction 

homologue [129,130,134]. 

 

Dans la cellule végétale, COPI et COPII sont responsables de la déformation endomembranaire 

et de la formation des vésicules externes entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de 

Golgi (figure 6). Après le transport de la vésicule vers l'organite ciblé, la fusion est réali sée par 

le complexe SNARE (N-ethylmaleimide-Sensitive-factor Attachment protein Receptor). Des 

vésicules internes ont été observées principalement pour la formation de corps 

multivésiculaires (MVB). Ces vésicules sont fabriquées par l'ESCRT. Certaines des protéines 

ESCRT sont également impliquées dans la division cellulaire [135,136]. 
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Figure 6 : Voies de transport vésiculaire par les protéines COPI/COPII. 
Les protéines COPII (vert) forment des vésicules pour le transport antérograde du réticulum 
endoplasmique (ER) vers l’appareil de Golgi, tandis que les protéines COPI (rouge) f orment des 
vésicules pour le transport intra-Golgi et le transport rétrograde du Golgi vers l'ER. Adapté de Jia-Shu 
Yang et al., 2009. The evolving understanding of COPI vesicle formation [137]. 
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Formation et fusion des vésicules externes 

La plupart des protéines synthétisées dans le réticulum endoplasmique (ER) ont une fonction 

dans un autre compartiment ou dans le milieu extracellulaire. Les protéines COPII agissent sur 

le ER pour former des vésicules externes permettant l'exportation des protéines, 

principalement à travers l'appareil de Golgi (GA). Six composés minimaux sont nécessaires 

pour la formation de vésicules sur le RE, à savoir : la GTPase SAR1, SEC12, l'hétérodimère 

SEC23 / SEC24 et SEC13 / SEC31. L'activation de SAR1 par le facteur d'échange de guanidine 

GTP SEC12 est la première étape de l'assemblage du manteau. SEC12 est une protéine 

transmembranaire associée à ER, qui régule l'activation de COPII uniquement dans cette 

localisation. La liaison du GTP à SAR1 permet à la protéine de se lier à la membrane ER. Une 

fois que SAR1 est ancré à la membrane ER, il recrutera l'hétérodimère SEC23 / SEC24 par une 

interaction directe avec SEC23. Ensuite, le recrutement de SEC13 / SEC31 et sa multimérisation 

autour de la vésicule forment le manteau. Le désassemblage du complexe COPII se fait par 

hydrolyse du GTP de SAR1 [133,138–142]. 

 

L'appareil de Golgi (GA) est une composante majeure du mouvement des protéines et donc 

du trafic des vésicules. Les vésicules se déplaçant entre les compartiments du GA, sortant du 

GA ou retournant à l'ER, sont régulées par COPI. Les composants minimaux de COPI sont 

l'ARF1, le facteur d'échange de guanidine GTP GBF1, le complexe d'enveloppe hétéro-

heptamérique et une queue cytoplasmique du récepteur cargo. ARF1 est activé par le facteur 

de protéine GTPase GFB1 associé au GA, lui permettant de s'ancrer à la membrane GA. Suite 

à la liaison ARF1, la protéine recrute le complexe d'enrobage. Comme dans les mécanismes 

COPII, le complexe de revêtement déforme la membrane pour former les vésicules arrière. Le 

démontage du COPI se fait par hydrolyse de l'ARF1 [140,143,144]. 
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Figure 7 : Fusion des vésicules médiées par les protéines SNAREs 
Un complexe trans-SNARE s'assemble lorsqu'un v-SNARE monomère sur la vésicule se lie à un t-SNARE 
oligomère sur la membrane cible, formant un faisceau stable à quatre hélices qui favorise la fusion. Le  
résultat est un complexe cis-SNARE dans la membrane fusionnée. La protéine a-SNAP se lie à ce 
complexe et recrute NSF, qui hydrolyse l'ATP pour dissocier le complexe. Les v-SNARE non appariés 
peuvent ensuite être à nouveau conditionnés dans des vésicules. Adapté de Juan S. Bonifacino et 
Benjamin S. Glick, 2004. Review: The Mechanisms of Vesicle Budding and Fusion [129]. 
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Les vésicules externes étant libres dans le cytosol, elles doivent fusionner avec la membrane 

de l'organite ciblé grâce aux protéines SNARE qui régulent l’adressage et la fusion de la 

vésicule (figure 7). Les protéines SNARE sont localisées dans la membrane de la vésicule et 

dans la membrane de destination. Généralement, elles sont ancrées à la membrane via un 

domaine transmembranaire situé dans la région C-terminale de la protéine. Les protéines 

SNARE agissent chez le donneur et les partenaires récepteurs : les protéines V-SNARE sur la 

vésicule du compartiment donneur interagissent avec plusieurs protéines t-SNARE localisées 

sur l'organite récepteur. Cette interaction rend la vésicule et la membrane du compartiment 

suffisamment proches pour induire une fusion. Cette fusion a été démontrée in vitro en 

utilisant des vésicules reconstituées, mais les détails de ces événements ne sont pas bien 

connus. Après la fusion, une protéine de fusion sensible au N-éthylmaléimide (NSF) et une 

protéine de fixation NSF (α-SNAP) sont recrutées pour désassembler le complexe SNARE. 

Jusqu'à présent, au moins 56 membres de la famille SNARE ont été identifiés chez Arabidopsis 

thaliana [129,133,145–147]. 

 

Formation des vésicules internes 

La voie de dégradation des protéines utilise des vésicules rétrogrades pour transporter les 

protéines d'un compartiment ou d'une membrane plasmatique à l'endosome, qui est destiné 

à fusionner avec le lysosome [148]. Pour leur dégradation, les protéines transmembranaires 

doivent également se déplacer à l'intérieur de l'endosome et ne pas rester sur la membrane 

du compartiment (figure 8). Ainsi, des vésicules internes se forme dans la lumière de 

l'endosome. Les vésicules ainsi formées sont appelées ILVs (Intra-luminal vesicles) et le 

compartiment dans lesquels on les trouve s’appelle les MVBs (Corps multivesiculaires). Les 

MVBs, vont fusionner avec le lysosome, libérant la vésicule dans la lumière du lysosome pour 

être dégradée avec les protéines qu’elles transportent dans leur membranes [149–151]. Le 

complexe ESCRT (Endosomal sorting complexes required for transport) est responsable de la 

formation de vésicules internes dans les MVBs. Certaines protéines de l'ESCRT ont également 

été impliquées dans la cytokinèse [134]. L’ESCRT est fortement conservée dans tous les 

organismes eucaryotes et bien décrit chez les levures et les mammifères [135,152]. Il n'a été 

décrit que récemment chez les plantes, principalement par homologie [153,154]. 
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Figure 9 : Bourgeonnement vésiculaire médié par l’ESCRT 

La vue de dessus est du point de vue de la membrane, montrant qu'il y a cinq stades distincts de 
bourgeonnement ILV. Une membrane plate (i) est invaginée (ii) et maturé en une vésicule qui est 
toujours attachée à la membrane par une structure en «cou» (iii). Le cou peut subir une constriction 
(iv) et un événement de scission (v) pour terminer le bourgeonnement des vésicules. La vue de dessous 
est du point de vue de la protéine ESCRT, dans laquelle ESCRT-0 initie la voie en engageant la cargaison 
ubiquitinée (i), jusqu'à ce qu'elle soit séquestrée et triée par ESCRT-III (iv et v). Les complexes ESCRT-I 
et ESCRT-II lient la cargaison entre eux pour créer une zone enrichie en ESCRT (ii). ESCRT-II induit 
l'assemblage de l’ESCRT-III (iii), qui entraîne le bourgeonnement des vésicules (iv) et est désassemblé 
par le complexe Vps4-Vta1 (v). Adapté de William M. Henne, Nicholas J. Buchkovich et Scott D. Emr, 
2011. The ESCRT Pathway [155]. 

 

Figure 8 : Illustration de la 
biogenèse et de l'adressage des 
corps multivésiculaires (MVBs).  
La biogenèse des MVBs commence 
par l’invagination précoce de la 
membrane endosomale pour créer 
des vésicules intra-luminales (ILVs). 
Les MVBs vont soient fusionnées 
avec des lysosomes/vacuoles, 
permettant la dégradation des 
ILVs. Soient ils fusionnent avec la 
membrane plasmique, libérant des 
exosomes dans l'espace 
extracellulaire. Adapté de Fei-Fei 
Liu et al., 2016. MicroRNAs in 
extracellular vesicles [149]. 
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Le complexe ESCRT est divisé en cinq petits complexes (complexe ESCRT-0, I, II, III et VPS4) 

(figure 9). Après l'initiation de l'ESCRT à la membrane endosomale, chaque protéine sera 

recrutée grâce à l'interaction avec le composant précédent du complexe, résultant en une 

cascade linéaire d'interaction. ESCRT-0 est recruté par un signal d'ubiquitine sur les protéines 

transmembranaires et les lipides phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) (Figure 10). ESCRT-

0 est composé d'un hétérodimère des protéines VPS27 et HSE1. Une fois ancré à la membrane, 

il initie le recrutement d'autres complexes ESCRT. ESCRT-0 est le moins conservé des 

complexes ESCRT et aucun homologue n'a été identifié chez les plantes. Le complexe ESCRT-I 

a besoin de ESCRT-0 pour se lier à la membrane mais interagit également avec l'ubiquitine et 

le PI3P. ESCRT-I est un hétérotétramère formé avec VPS23, VPS28, VPS37 et MVB1. Chez les 

plantes, des homologues ont été identifiés à l'exception de MVB1. ESCRT-II est recruté suite à 

ESCRT-I. Ils commencent tous les deux à déformer la membrane en induisant une courbure 

vers l'intérieur. Le complexe ESCRT-II est composé de VPS36, VPS22 et deux VPS25. Il ne peut 

interagir qu'avec l'ubiquitine et sur un seul site d'interaction. Puis le complexe ESCRT-III est 

recruté. Il ne peut pas interagir avec l'ubiquitine et les lipides. Dans le cytosol, les protéines 

ESCRT-III sont sous une forme monomère et inactive. La première protéine ESCRT-III VPS20 

est recrutée par l'interaction de VPS22 et VPS25. La deuxième protéine SNF7 est recrutée et 

forme un polymère en chaîne. Le filament de SNF7 est formé autour du col de l'invagination 

faite par les ESCRT-I et II. La fin du filament est faite par l'interaction avec VPS24 et VPS2. Le 

démontage de ESCRT-III est nécessaire pour fermer la vésicule. L'AAA ATPase VPS4 permet 

d'éliminer les unités SNF7 grâce à son activité hydrolytique [33–36]. Le complexe VPS4 est 

composé de plusieurs unités de VPS4 et de cofacteurs [37]. Le désassemblage ESCRT est médié 

par VPS4, qui ferme le col de la vésicule et libère la vésicule à l'intérieur du compartiment. 

Toutes les protéines de l'ESCRT restent dans le cytosol [155–160]. Fait intéressant, le complexe 

VPS4 et ESCRT-III sont les plus conservés des protéines ESCRT dans les cellules eucaryotes et 

des homologues de certaines de ces protéines ont été identifiés chez Archaea [131,159]. 
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Figure 10 : Carte des principaux composants de la biogenèse des corps multivésiculaires.  
Représentation schématique des interactions protéine-protéine entre les composants impliqués dans 
le tri MVB. ESCRT-I, -II et -III sont représentés dans les boites bleu, vert et orange respectivement. Le 
complexe ESCRT-0 composé de VPS27-HSE1 non identifié chez les plantes est représenté en rose. Le 
complexe VPS4 est représenté en Jaune. Adapté de Robert C. Piper et David J. Katzmann, 2007. 
Biogenesis and Function of Multivesicular Bodies [157]. 
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Association des membranes intracellulaire de l'hôte avec les complexes de réplication 
viraux chez les Potyvirus 
 

Les événements cellulaires et moléculaires conduisant à l'apparition de symptômes chez une 

plante infectée par des virus sont mal connus. Les virus exploitent à leur avantage les 

mécanismes cellulaires de l'hôte, ce qui interfère probablement avec le métabolisme et le 

développement des plantes [161]. Ainsi, de nombreuses études ont permis d'améliorer la 

compréhension des interactions des virus avec leurs hôtes [162,163]. Le rôle joué par de 

nombreux facteurs hôtes à chaque étape de la réplication virale a été décrit, bien que de 

nombreux facteurs non identifiés demeurent.  

L’utilisation des membranes par les virus à ARNsb(+) par le biais de l’ESCRT et de VPS4 est 

largement décrite pour les virus infectant les animaux, notamment pour les virus humain du 

papillomavirus (HPV) et du VIH [164,165]. L’absence d’enveloppe chez les virus de plante a 

retardé l’intérêt porter à ces mécanismes pourtant essentiels chez les virus de plantes. Ces 

dernières années, le rôle majeur du transport vésiculaire dans l'infection virale a été mis en 

évidence [166]. La réplication de la plupart des virus à ARNsb(+) est associée à des 

changements structurels des membranes intracellulaires. Le virus forme des vésicules et des 

quasi-organites, appelés complexe de réplication virale (VRC), qui combinent tous les 

éléments nécessaires à la réplication de l'ARN viral et à la traduction des protéines virales 

[167–169]. Les VRC sont confinés dans des structures définies augmentant l'efficacité de 

réplication et empêchant l'activation des mécanismes de défense cellulaire tels que la 

reconnaissance de l'ARN double brin lors de la réplication [166,170]. Les membranes font 

partie intégrante de la formation des VRC. Leurs origines et leurs destinations finales sont 

différentes selon les virus et elles sont plus ou moins décrites. Des études semblent montrer 

que la plupart des compartiments cellulaires peuvent être une cible pour la formation de VRC 

mais que chaque virus utilise un compartiment hôte défini [171]. Le caractère essentiel de 

l'ancrage des VRC d’ARNsb(+) dans la membrane a été démontré à plusieurs reprises chez la 

levure par des approches Knock-Out des mécanismes de trafic endomembranaire [172–176]. 

Chez les plantes, l'inhibition transitoire de ces mécanismes a montré une réduction similaire 

de l'efficacité de réplication virale [177,178].  
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Figure 11 : Modèle pour la formation de 
vésicules induites par le virus sur le 
réticulum endoplasmique (ER).  
La grande sphère rouge et la structure 
grise représentent respectivement le 
noyau et le ER. Les vésicules 
partiellement transparentes induites par 
le virus sont représentées en bleu. Les 
rubans orange et les petites sphères ou 
bâtonnets rouges représentent 
respectivement des ARN viraux et des 
protéines. Les protéines hôtes sont 
représentées par les cubes jaunes et les 
structures brunes représentent les 
ribosomes. (a) Lors de la libération de 
l'ARN génomique dans le cytoplasme, la 
production de protéines virales a lieu sur 
les ribosomes associés aux ER. (b) Au 
cours de la traduction de l'ARN viral, les 

protéines virales ciblant la membrane s'accumulent en plaques sur la membrane externe du ER et 
initient la courbure de la membrane. (c) La courbure de la membrane augmente avec l'accumulation 
des composants de réplication, ce qui conduit finalement à la formation de sphérules / vésicules à 
membrane unique à l'intérieur de la lumière de l’organite, qui peuvent ou non avoir une connexion en 
forme de pore avec l'extérieur. (d) La vésicule produite après un premier événement de 
bourgeonnement dans la lumière du ER subit un deuxième événement de bourgeonnement, acquérant 
une deuxième membrane, et (e) se détache du ER pour donner naissance à une vésicule à double 
membrane. Adapté de Laliberté et Sanfaçon, 2010. Cellular Remodeling During Plant Virus Infection 
[171].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12 : Micrographies électroniques à transmission de chloroplastes anormalement déformés 
contenant des vésicules liées à la membrane dans des feuilles infectées par le TuMV.  
(I) Chloroplaste dans une plante saine. (II) Chloroplaste avec extrusion liée à la membrane. (III et IV) 
Mise en forme amiboïde de chloroplastes, montrant les extrusions de chloroplaste encerclant une 
grande vésicule. Bars, 1 um. Chloroplast. Adapté de Taiyun Wei et al., 2010. Sequential Recruitment 
of the Endoplasmic Reticulum and Chloroplasts for Plant Potyvirus Replication [179].  
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Le Turnip mosaic virus (TuMV) est le principal modèle utilisé pour décrire la formation des 
vésicules dans les cellules infectées par les Potyvirus. Suite à l’infection et la traduction des 
protéines virales, le VRC du TuMV s’assemble au niveau du réticulum endoplasmique (ER) 
[106,180]. La formation de vésicules externes survenant dans le ER nécessite au moins le 
recrutement par interaction directe de la protéine COPII SEC24a par la protéine virale 

transmembranaire 6K2 [142,181]. Un modèle intéressant pour l’internalisation des VRC dans 
le ER et leur export vers le cytosol a été proposé par H. Sanfaçon et J-F. Laliberté (figure 11) 

[182]. Ces vésicules contiennent le VRC du TuMV, le génome du virus et tous les éléments de 
l’hôte permettant la réplication et la traduction du génome [170]. L’export des VRC du ER est 

essentiel à l’infectivité du virus. L’inhibition du mécanisme COPII bloque totalement sa 
réplication [180]. Les vésicules virales formées par la voie COPII sont détournées par le virus 

en direction des chloroplastes. Il a été démontré que la protéine SNARE SYP71 est essentiel à 
l’adressage et la fusion des vésicules virales. SYP71 est recrutée par une interaction indirecte 

avec 6K2. L’intermédiaire VAP27.1, par une interaction directe avec 6K2, recrute la protéine 
SYP71. VAP27.1 n’est cependant pas essentielle, suggérant l’existence d’autres intermédiaires 

pour le recrutement de SYP71 [183]. Les vésicules virales vont s’agglomérer au niveau de la 
membrane des chloroplastes pour former une vésicule plus grande. Ces dernières vont être 

entourées par la membrane des chloroplastes pour former une structure appelée Inclusion 
Cytoplasmique (CI) (Figure 12) [179]. Le devenir de ce compartiment viral n’est cependant pas 
connu. Des vésicules virales ont été identifiées s’associant avec les vacuoles. Des structures 
tubulaires sont formées au cours de l’infection par le TuMV en déformant le tonoplaste des 
vacuoles (figure 13) [184]. Les complexes constitués à l’intérieur de ce tubule contiennent les 
éléments tardifs de la réplication du virus et tous les éléments protéiques permettant 
l’assemblage des virions. Il est possible que ces structures dans lesquels on retrouve le facteur  
viral HC-Pro soient impliquées dans la transmission par puceron. L’origine des éléments viraux 
composant cette structure n’est cependant pas connue. Les protéines SNARE VTI11 et SEC22 
semblent impliquées dans l’adressage au MVB et/ou à la vacuole en contournant la voie 
normalement d’adressage devant transité par le GA [185]. 
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Figure 13 : Le TuMV acquiert une enveloppe en détournant le tonoplaste.  
(A et B) N. benthamiana infectés de manière systémique avec le virus TuMV-6K2:GFP ont été fixés 
chimiquement (A) ou HPF (B), traités et observés par TEM. Une image à fort grossissement de la zone 
dans le rectangle blanc est affichée en bas. Des structures en forme de points monocouches sont 
alignées le long du tonoplaste (A, panneau I) et chargées dans la vacuole à partir du cytoplasme (A, 
panneau II et B). V, vacuole ; CW, paroi cellulaire ; M, mitochondrie ; rER, réticulum endoplasmique 
rugueux ; CL, chloroplaste ; P, particules. Adapté de J-F. Laliberté et al., 2015. Ultrastructural 
Characterization of Turnip Mosaic Virus-Induced Cellular Rearrangements Reveals Membrane-
Bound Viral Particles Accumulating in Vacuoles [184]. 
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La présence de vésicules virales dans les MVBs a également été démontrée (figure 14) [186]. 

Ces vésicules sont également retrouvées dans l’apoplasme suite à la fusion du MVB avec la 

membrane plasmique [187]. L’origine de ces vésicules n’est pas connue. Movahed et al., 

(2019) proposent que les vésicules situées dans le milieu extra-cellulaire soient amenées à 

franchir les plasmodesmes pour infecter les cellules adjacentes. Il en serait de même pour 

l’infection systémique de la plante.  

 
 

Association des membranes intracellulaire de l'hôte avec les complexes de réplication 
viraux chez les autres virus à ARNsb(+) 

 
Le Tomato bushy stunt virus (TBSV), le Cucumber Necrosis Virus (CNV) et le Cymbidium 

Ringspot Virus (CymRSV) appartiennent au genre Tombusvirus de la famille des 

Tombusviridae. Ils induisent des déformations membranaires au niveau du peroxysome chez 

la plante et la levure [188–192]. Ils forment des vésicules en forme de sphérules, similaires 

aux vésicules internes des MVBs, mais non détachées de la membrane du peroxysome (Figure 

15). Leurs VRCs maintiennent un port d'ouverture avec le cytoplasme [193]. Les peroxysomes 

modifiés contiennent des protéines de réplication hôtes et virales et de l'ARN viral. Ces 

vésicules semblent se déplacer des peroxysomes vers des peroxysomes de novo dérivés du 

réticulum endoplasmique (pER) [191]. Il a été observé que l'absence de peroxysome dans la 

levure due à la délétion de PEX3 ou PEX19 délocalise le VRC du TBSV vers le réticulum 

endoplasmique sans affecter la réplication [194]. À l'inverse, le virus Carnation Italian ringspot 

virus (CIRV, Tombusvirus) induit la formation de vésicules de type MVB dans la membrane 

mitochondriale [195] (Figure 16). Le Red clover necrotic mosaic virus (RCNMV) appartient au 

genre Dianthovirus de la famille des Tombusviridae. Il induit des modifications membranaires 

et une accumulation de protéines virales dans le réticulum endoplasmique [196]. La cinétique 

des événements lors de la formation des VRC des Tombusvirus est encore inconnue. 

Cependant, le rôle de l'ESCRT dans la distorsion induite par le virus a été démontré à plusieurs 

reprises. Le mécanisme SNARE semble également être impliqué dans le ciblage des vésicules 

virales du peroxysome vers les pER [178,180,197,198].  
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Figure 14 : Vésicules extracellulaires présentes dans l'espace intercellulaire des feuilles infectées par 
TuMV.  
Les feuilles de N. benthamiana ont été agro-infiltrées avec A. tumefaciens contenant pCambiaTuMV / 
6K2: GFP ou pCambia vide et traitées pour TEM à 6 dpi. (A) Vésicules extracellulaires et un MVB 
fusionnant avec la membrane plasmique dans une cellule infectée par TuMV. (B) Vésicules 
extracellulaires dans des échantillons infectés. (C) Image à faible grossissement de MVB fusionnant 
avec la membrane plasmique dans une section infectée par TuMV. (D) Événement de fusion avec des 
vésicules intraluminales d'un MVB libéré dans l'espace extracellulaire au cours de l'infection par TuMV. 
Barres d'échelle = 500 nm. A, apoplaste; CW, paroi cellulaire; EV, vésicule extracellulaire; MP, 
plasmodesmes modifiés. Adapté de Movahed et al., 2019. Turnip mosaic virus components are 
released into the extracellular space by vesicles in infected leaves [186]. 
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La protéine p33 des Tombusvirus est une protéine transmembranaire essentielle à la 

formation du VRC. Elle est impliquée dans un grand nombre d'interactions avec d'autres 

protéines virales et de protéines hôtes [75,192]. L'interaction de p33 avec les protéines ESCRT 

VPS23, VPS24, VPS20, VPS2 et VPS4 semble être responsable de la formation de vésicules 

internes au peroxysome, pER et ER [177,178,197,199]. Une interaction de p33 avec les 

protéines accessoires VPS34 et BRO1, impliquées dans la régulation de l'ESCRT, a également 

été décrite [197,200]. La protéine p33 porte un peptide signal de ciblage responsable de 

l'induction des vésicules COPI par interaction ARF1. L'inhibition de la protéine COPI ARF1 

inhibe le mouvement des vésicules virales des peroxysomes vers les pER [190]. L'interaction 

directe de TBSV p33 avec SNARE UFE1 et USE1 a été montrée [198]. Leur suppression 

délocalise le VRC en membrane ER et réduit la réplication du TBSV chez la levure et les plantes 

[198]. Dans le CIRV, la protéine responsable de la formation du VRC a un domaine 

supplémentaire. Cette protéine, appelée p36, est responsable de la localisation du VRC dans 

les mitochondries, contrairement aux Tombusvirus codant pour un p33 [195,201]. Jusqu'à 

présent, seule l'interaction du VPS23 avec la protéine p36 du CIRV a été mise en évidence 

[178]. Cependant, p36 interagit avec TOM20, TOM22 et mtOM64 qui sont impliqués dans 

l'adressage des protéines mitochondriales [201]. La perte d'activité de la plupart de ces 

facteurs de sensibilité par délétion des protéines de trafic membranaire dans la levure ou la 

surexpression de mutants dominants négatifs dans les feuilles des plantes a conduit à une 

réduction significative de l'accumulation d'ARN [173,177,178,197,199]. 

 

Le Brome Mosaic Virus (BMV) appartient au genre Bromovirus et à la famille des Bromoviridae. 

Le BMV assemble ses VRC en détournant le RE. La localisation des vésicules virales n'est pas 

claire. BMV a été décrit induisant des invaginations de la membrane dans la lumière ER pour 

former des vésicules, qui sont reliées au cytoplasme par des cols étroits [202][84]. Une 

publication plus récente indique que le BMV induit des vésicules, qui sont libres à l'intérieur 

d'une inclusion cytoplasmique dans ER [203]. La protéine virale 1a est une protéine associée 

à la membrane grâce à une hélice amphipathique mais elle ne possède pas de domaine 

transmembranaire [204,205]. La protéine 1a peut induire la formation de sphérules dans la 

cellule sans autres protéines BMV [202]. La délétion de 7 protéines ESCRT : VPS12, VPS20, 

SNF7, VPS24, VPS2, VPS4 et DID2 dans la levure induit une réduction significative de la 

réplication de l'ARN BMV. De plus, la suppression de SNF7 conduit à une inhibition totale de  
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Figure 15 : Vésicules virales induites par le Tomato bushy stunt virus et le Carnation italian ringspot 
virus.  
(A) et (B) Feuilles de Nicotiana benthamiana infectées par le Tomato bushy stunt virus (TBSV) montrant 
des vésicules intraluminal (ILVs) dans les peroxisomes. Les flèches en (B) montrent deux ILVs de 
peroxysomes. Adapté de McCartney Andrew W. et al., 2005. Greenwood JS, Fabian MR,White KA, 
Mullen RT. 2005. Localization of the tomato bushystunt virus replication protein p33 reveals a 
peroxisome-to-endoplasmic reticulum sorting pathway [190]. (C) ILVs dérivés de la membrane 
externe des mitochondries de cellules de feuilles de Chenopodium quinoa infectées par le Carnation 
Italian ringspot virus (CIRV). Les flèches indiquent des exemples de structures de type vésicule / 
sphérule distinctes situées dans l'espace intermembranaire. Adapté de Yeen Ting Hwang et al., 2008. 
Localization of the carnation Italian ringspot virus replication protein p36 to the mitochondrial outer 
membrane is mediated by an internal targeting signal and the TOM complex [201]. 
 

 
Figure 16 : Vésicules virales induites lors de 
l’infection du Brome mosaïc virus. 
(A) Cellule de levure non infectée. (B et C) vésicules 
sphériques induites par le BMV invaginées dans la 
membrane périnucléaire de l’ER de la cellule de 
levure. Nuc: noyau; V: vacuole; PM: membrane 
plasmique; cyto: cytoplasme; CW: paroi cellulaire. 
Adapté de Schwartz et al., 2002. A positive-strand 
RNA virus replication complex parallels form and 
function of retrovirus capsids [202]. 
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la réplication de l'ARN. Une étude plus approfondie révèle une interaction directe de SNF7 

avec la protéine 1a [174]. Le BMV recrute également des protéines de la famille des RHPs 

(Retuculon Homology domain Proteins). Ces protéines sont impliquées dans la formation de 

compartiments qui diffèrent de la forme sphérique tel que le ER ou le GA [206,207]. La 

suppression de trois protéines RHP les plus exprimées dans les cellules : RTN1, RTN2 et YOP1 

réduisent la réplication du BMV [208]. Une résistance génétique du melon au Cucumber 

mosaic virus (CMV, genre Cucumovirus, famille Bromoviridae) a été caractérisée par un unique 

polymorphisme dans la protéine SNARE VPS41 induisant une réduction significative de 

l'accumulation de CMV [70]. Le rôle du complexe SNARE dans la réplication BMV n'est à ce 

jour pas connu. 

Les modifications sur les endomembranes d’autres familles de virus de plantes ont été peu 

étudiées [209–211]. Les facteurs de l’hôtes et viraux impliqués dans ces mécanismes ne sont 

pas connus. 
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Objectifs de la thèse 

Par une approche de cartographie génétique, Amano et al., (2011) [212] ont identifié une 

région de résistance récessive au Potyvirus ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus) chez le 

concombre. Ce locus appelé zymA192-18 code pour 6 gènes. Il a été montré sur l’accession de 

concombre résistante A192-18, la présence de mutations non-synonymes sur un seul des 

gènes candidats, celui codant pour la protéine VPS4. Les mutations F29S et M33I de la protéine 

VPS4 semblent être les responsables de la résistance au ZYMV chez le concombre [212].  

Afin de transposer cette nouvelle résistance chez d’autres espèces, dans le CHAPITRE II, nous 

avons cherché des substitutions sur le gène Vps4 chez d’autres espèces puis caractérisé leur 

résistance. Pour cela, dans un premier temps, nous avons étudié la conservation du gène 

codant pour VPS4 parmi les espèces de plantes, puis recherché la diversité intra-espèces chez 

l’espèce modèle Arabidopsis thaliana et les plantes d’intérêt agronomique Solanum 

Lycopersicum (Tomate) et Cucumis melo (melon). L’une des accessions identifiées portant un 

allèle de ce gène est TGR-1551. Cette accession est connue pour plusieurs résistances dont 

une résistance récessive au Potyvirus WMV (Watermelon Mosaïc Virus) localisée par 

cartographie génétique sur le chromosome 11 [213]. Cette région génétique comprend une 

centaine de gènes candidats, dont le gène codant pour la protéine VPS4. Dans un second 

temps, nous avons phénotypé les accessions portant des substitutions non-synonymes sur le 

gène Vps4 pour la résistance au ZYMV et WMV. Enfin, pour valider le rôle joué par les 

substitutions sur la résistance, nous avons employé deux approches de validations : (1) Par le 

phénotypage d’une collection EMS de melon et (2) par le contournement de la résistance en 

utilisant le WMV comme vecteur de l’allèle sauvage de Vps4.  

VPS4 appartient au complexe protéique ESCRT qui est impliqué dans le trafic membranaire 

des cellules. Pour mieux comprendre les mécanismes associés à la résistance induite par les 

mutations sur la protéine VPS4, dans le CHAPITRE III, nous avons recherché des interactions 

entre les protéines virales du WMV et de l’ESCRT. Pour cela nous avons utilisé dans un premier 

temps un crible en double hybride de levure. Dans un second temps, nous avons validé une 

partie des interactions mise en évidence par une approche de Split-YFP en utilisant les 

protéines de la plante modèle Arabidopsis thaliana.  
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Dans le CHAPITRE IV, nous discutons de l’utilisation d’une nouvelle famille de gènes de 

résistance ainsi que d’un nouveau modèle de réplication des Potyvirus impliquant l’ESCRT à 

deux étapes essentielles.  
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CHAPITRE II 

 

CARACTERISATION D’UN ALLELE DE VPS4 APPORTANT LA RESISTANCE AU 

WMV CHEZ LE MELON 
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Introduction 

 

Les Potyvirus sont responsables de pertes significatives de rendement dans les cultures [1,2]. 

Le melon appartenant à la famille des Cucurbitaceae et au genre Cucumis qui sont 

particulièrement sensibles aux Potyvirus [3]. Les virus de cette famille impactant le plus les 

cultures de Cucurbitaceae sont le Watermelon mosaic virus (WMV), le Zucchini yellow mosaic 

virus (ZYMV) et Papaya ringspot virus (PRSV) [4]. Le gène le plus utilisée pour le 

développement de plantes résistantes aux Potyvirus est codé par le gène eIF4e [5,6]. 

Cependant aucun allèle résistant du gène eIF4e n’a été identifié pour la résistance à cette 

famille de virus chez le melon. Des gènes dominants de résistance sont connus vis-à-vis des 

Potyvirus ZYMV et PRSV, les gènes Zym et Prv ; ce dernier a été cloné et code pour une protéine 

de la famille des CC-NBS-LRR [7,8]. Cependant, bien que quelques accessions résistantes au 

WMV aient été identifiées, le ou les gènes responsables ne sont pas connus [9,10].  

 

Chez le concombre, un Cucurbitaceae du genre Cucumis, Amano et al. (2013) ont identifié un 

allèle du gène codant pour la protéine VPS4 impliqué dans la résistance aux Potyvirus ZYMV 

[11]. La résistance récessive est portée par la présence des substitutions F29S et M33I sur le 

domaine MIT de VPS4. Cette protéine est impliquée dans la formation du corps 

multivésiculaire (MVB) dans les cellules eucaryotes [12]. VPS4 et le complexe ESCRT sont 

essentiels à la formation des vésicules luminales des MBVs permettant le recyclage des 

protéines et molécules membranaires [13]. Le rôle de l’ESCRT la réplication virale a également 

été mis en évidence pour des virus à ARNsb(+) d’animaux et pour les virus de plantes tel que 

le Tombusvirus TBSV ou le Bromovirus BMV [14,15]. Les Potyvirus, comme la plupart des virus 

à ARNsb(+), utilisent les membranes des compartiments cellulaires pour former des vésicules 

virales. Ces dernières jouent un rôle essentiel dans la réplication des virus en abritant les 

complexes de réplications viraux (VRC) des défenses cellulaires et en concentrant dans un 

espace réduit les mécanismes de réplication du génome viral [16–18]. Des études récentes 

semblent également montrer le déplacement des génomes viraux et des VRC d’une cellule de 

plante à une autre sous la forme de vésicules [19]. 
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La biologie translationnelle a pour principe d’utiliser les connaissances acquises sur un gène 

chez une espèce pour identifier et caractériser un homologue dans une autre espèce [20]. 

Ainsi, afin de caractériser une nouvelle résistance au ZYMV portée par le gène Vps4, nous 

avons étudié le niveau de conservation de ce gène au cours de l’évolution. Nous avons par la 

suite recherché de la diversité intra-espèces pour le gène Vps4 sur la plante modèle 

Arabidopsis thaliana et les plantes d’intérêts agronomiques Solanum lycopersicum (tomate) et 

Cucumis melo (melon). Pour mesurer l’impact des substitutions sur le gène Vps4 porté par les 

accessions de ces espèces, nous avons réalisé un phénotypage pour la résistance aux Potyvirus 

ZYMV. 

 

L’une des accessions de melon identifié portant une substitution pour le gène Vps4 est 

également caractérisé comme résistante au Potyvirus WMV. Cette résistance a été 

cartographié sur une région génétique sur laquelle le gène Vps4 est présent [21]. Ainsi, nous 

phénotypons également ces accessions pour la résistance au WMV. Afin de démontrer le rôle 

joué par ces substitutions dans la résistance au virus, nous avons mis en place deux stratégies : 

(1) le phénotypage pour la résistance au ZYMV et WMV de familles mutagénéïsé sur le gène 

Vps4 du melon et, (2) l’utilisation du WMV comme vecteur du gène Vps4 pour contourner la 

résistance chez les accessions résistantes.  
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Matériels et Méthodes 

 

Matériel variétal 

La diversité naturelle de melon utilisée dans ce projet provient du Centre de Ressources 

Biologique « Légumes » (CRB-Leg). Les principales variétés utilisées sont Charentais 

Monoïque, Pastis 1, PI 414723, PI 161375, TGR-1551, IVT 2365, PI 482398, PI 482399, Humaid 

93-4, Humaid 93-10, HSD 2441, HSD 2445, HSD 2446, HSD 2447 et HSD 2458. Par ailleurs, une 

collection de 652 accessions de melons représentatifs de la diversité génétique de l’espèce, 

dont l’ADN avait été préalablement extrait, a été utilisée pour le séquençage NGS. Les familles 

de melon mutagénisées à l’EMS sont issues de l’accession Charentais Monoïque [22]. Les 

familles M2, portant une mutation dans le gène d’intérêt identifiée par TILLING à l’IPS2, ont 

été semées, génotypées et autofécondées. L’accession de courgette Diamant a été utilisée 

comme hôte pour la réplication et le stockage des virus. 

 
Conditions de cultures des plantes 

Les semis ont été cultivés pendant 8 jours en serre. Les plants utilisés pour la multiplication et 

les croisements ont été maintenus en serre. Les plants qui ont été inoculés avec une souche 

virale ont été placés dans des chambres de culture sur une période jour/nuit de 14h/10h à 

22°C/16°C. Les plants inoculés par les virus génétiquement modifiées ont été placés dans un 

laboratoire de niveau P3 sur une période jour/nuit de 14h/10h à 22°C/16°C. 

 

Matériel viral et traitements 
Les souches de virus utilisées pour ce travail sont WMV-fr, WMV-LLA1, WMV-LLA1-Vps4P30R, 

WMV-LLA1-Vps4Wt et ZYMV-R5A. Elles ont été multipliées en utilisant des plants de courgettes 

Diamant (Seminis). 14 dpi pour le ZYMV et 20 dpi pour le WMV, les feuilles ont été découpées 

en fines lamelles et rassemblées dans un échantillon de 1g. Les échantillons ont été stockés 

dans un environnement sec à 4°C. Les souches WMV-LLA1, WMV-LLA1-Vps4P30R et WMV-

LLA1-Vps4Wt ont été stockées sous forme plasmidique dans la souche bactérienne Escherichia 

coli DH5α. L'inoculation des plantes à partir de feuilles sèches a été réalisée par contact 

mécanique [23]. 
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Les feuilles ont été broyées dans un mortier avec pour 1 g de feuille fraiche ou desséchée, 4 

ml de solution d'extraction (TEv), 0,5 g de charbon actif et 0,4 g de carborundum. L’inoculation 

des virus WMV-LLA1, WMV-LLA1-Vps4P30R et WMV-LLA1-Vps4Wt contenus dans un plasmide a 

été faite dans un premier temps par bombardement biolistique sur la courgette. Puis dans un 

second temps, les melons ont été infectés par inoculation mécanique en utilisant les tissus des 

courgettes infectées. 

 

Matériel bactérien et traitements 

Les souches de bactéries Escherichia coli DH5α et StellarTM HST08 ont été utilisées pour le 

clonage et le stockage de plasmides. Les bactéries DH5a ont été rendu compétentes en suivant 

le protocole décrit dans Y. Pang et al., (2017) [24]. La transformation des bactéries DH5α et 

HST08® a été réalisée en suivant le protocole de transformation de bactéries 

thermocompétentes fourni par Clontech®. Une culture liquide de LB contenant les bactéries 

cultivées à 37°C pendant 24h a été utilisée pour l’extraction ADN et le stockage. L’extraction 

d’ADN a été réalisée en suivant le protocole du kit d’extraction Quiaprep® fourni par 

QuiagenTM. Le stockage a été réalisé en ajoutant du glycérol 50% à un volume 1:1 

(Culture:Glycérol) avant congélation à une température de -80°C. 

 

Notations des symptômes 

Pour observer l’évolution de l’infection dans les tissus nouvellement formés et avant la 

floraison, l’inoculation du virus est réalisée au stade cotylédons étalés. Deux échelles de 

notations ont été mises en place en utilisant l’accession sensible aux WMV et ZYMV Charentais 

Monoïque (Figure notations WMV et ZYMV). Ces notations suivent une échelle qualitative en 

4 paliers de symptômes foliaires (figure 17). Pour les virus ZYMV et WMV, le palier 0 relève de 

l’absence de symptômes sur la feuille à noter. Le palier 1 correspond à l’apparition de taches 

chlorotiques sur la feuille. Ce sont généralement les premiers symptômes observés suite à 

l’infection de Charentais Monoïque. Le second palier est marqué par l’apparition de 

mosaïques sur les feuilles et des premières cloques. Le palier 3 est caractérisé par une 

déformation, une taille réduite et un grand nombre de cloques sur la feuille. 
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Figure 17 : Echelle de notations des symptômes viraux. 
(A) Echelle de notations allant de 0 à 3 sur l’accession de melon Charentais Monoïque suite à l’infection 
avec le ZYMV. (B) Echelle de notations allant de 0 à 3 sur l’accession de melon Charentais Monoïque 
suite à l’infection avec le WMV. 
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Extraction d’ARN et amplification de l’ADNc 

La séquence codante du gène MELO3C021413 codant pour la protéine VPS4 a été amplifiée 

depuis l’ADNc dérivé de l’ARNm isolé depuis les feuilles des accessions Charentais Monoïque 

et TGR-1551.  

L’ARNm a été isolé en suivant le protocole adapté d’extraction d’ARN commercialisé par MRC. 

Les tissus ont été congelés dans l’azote liquide directement après le prélèvement. Le broyage 

des tissus a été réalisé par « Tissue Lyser ». L’ARN est stabilisé avec 1 mL pour 50 mg de tissus 

de PVP40 à 1%. La séparation des phases est faite à l’aide 200 µL de chloroforme par 

échantillons, 300 µL d’Isopropanol et 200 µL de solution saline à 0.8 M sodium nitrate / 1.2 M 

chlorure sodium. L’ARN précipité est re-suspendu dans de l’H2O RNA-free. 

Les RT-PCR ont été réalisées en suivant le protocole du kit commercialisé par InvitrogenTM. La 

retro-transcriptase SuperScript III® et les primers poly-T ont été utilisés pour générer l’ADNc. 

Les ADNc des gènes CmVps4wt et CmVps4P30R ont été amplifiées par PCR en suivant le protocole 

fourni par Agilent technology avec l’ADN polymérase Herculase. Les primers utilisés dans ce 

projet sont listés dans les tables S1 et S2. Les plasmides utilisés dans ce projet sont listés dans 

la table S3. 

 

Transformation du WMV 

La souche de levure S. cerevisiae YPH501 diploïde a été utilisée pour réaliser la transformation 

du WMV par recombinaison homologue. Le plasmide pYESTrp3-WMV contenant le génome 

du WMV a été linéarisé par l’enzyme de restriction NotI-HF® en suivant le protocole fourni par 

NEB. Les levures ont été cultivées dans le milieu de culture YPD jusqu’à atteindre une 

absorbance de 0.6 à 600nm. Les levures ont été centrifugées pour retirer le milieu de culture 

et re-suspendues avec 5 mL de SBEG. 1 µg de plasmide linéarisé, 3 µg d’ADNc, 7 µL d’ADN de 

sperme de saumon à 10 mg.mL-1 et 800 µL de PEG 4000 ont été ajoutés à 100 µL du milieu 

contenant les levures. Le mix a été chauffé à 30°C pendant 1h. Le milieu a été retiré après 

centrifugation et les levures ont été re-suspendues avec 100 µL de milieu NB. Les levures ont 

été ensemencées sur du milieu sélectif CAU et incubées 48h à 30°C. Les plasmides utilisés dans 

ce projet sont listés dans la table S3. 
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Extraction d’ADN de levure 

Les levures ont été mélangées avec des billes de verres, 200 µL de tampon d’extraction d’ADN 

de levure (TEy) et 200 µL de Phénol/Chloroforme/Alcool isoamylique (25:24:1) puis ont été 

vortexées pendant 5 minutes minimum. Après centrifugation la phase aqueuse contenant 

l’ADN a été récupérée. L’étape a été répétée avec 200 µL de Chloroforme/Alcool isoamylique 

(24:1). La précipitation de l’ADN est faite en ajoutant 20 µL d’Acétate de sodium (AcNa) 3,3 M 

et 550 µL d’éthanol >99% dans la phase aqueuse. Après 2h à 20°C l’échantillon est centrifugé 

et le surnageant éliminé. L’échantillon a été lavé à 2 reprises à l’éthanol 70% avant d’être re-

suspendu dans 10 µL d’eau distillée. 

 
Extraction ADN de plante 

Les tissus ont été congelés dans l’azote liquide directement après le prélèvement. Le broyage 

des tissus a été réalisé par « Tissue Lyser ». 140 µL de tampons d’extraction (TEp) sont ajoutés 

et chauffés à 50°C pendant 10 minutes pour chaque échantillon. Les échantillons sont 

centrifugés et le surnageant contenant l’ADN est récupéré. Les échantillons sont précipités à 

l’aide de 120 µL d’isopropanol puis après centrifugation le surnageant est éliminé. Les culots 

sont lavés avec 400 µL d’éthanol puis à nouveau centrifugés pour éliminer le surnageant. L’ADN 

est re-suspendu avec 100 µL d’eau distillée.  

 

Biologie moléculaire 

Les PCR ont été réalisées en utilisant la polymérase GoTaq et en suivant le protocole fourni 

par Promega. Les extractions sur gel ont été réalisées en utilisant le kit d’extraction gel 

QIAquick® et le protocole fourni par QIAGEN. Les enzymes de restrictions util isées sont NotI-

HF®, Hpy188I et TaqI.  
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Solutions et milieux 

Le milieu YPD liquide est composé de 1% d’extrait de levure, 2% de BactoTM peptone et 2% de 

D-glucose. Pour obtenir le YPD solide il a été ajouté 2% de BactoTM agar. Le milieu CAU liquide 

est composé de 0.67% « Yeast nitrogen base without amino acids » (DifcoTM), 0.1% de 

« Casamino acid » (DifcoTM), 2% de D-glucose et 2.5% d’Uracil (FluckaTM). Pour obtenir le CAU 

solide, il a été ajouté 2% de BactoTM agar. Le milieu DifcoTM founi par Thermo Fisher Scientific 

a été utilisé pour les cultures bactériennes.  

Les antibiotiques de sélections utilisés pour le clonage sont la kanamycine et l’ampicilline dans 

les concentrations indiquées dans le protocole du fournisseur Sigma-Aldrich. 

Le Tampon Extraction ADN plantes (TEp) est composé de Tris HCl pH7.5 à 200 mM, de NaCl 

250 mM, de EDTA à 25 mM et de SDS à 0.5%. Le Tampon Extraction virus (TEv) est composé de 

Na2HPO4 12H20 à 75 mM et de Sodium NaS2CN(C2H5)2 3H20 à 10 mM. Le Tampon Extraction 

ADN de levures (TEy) est composé de NaCl à 100 mM, de Tris-HCl pH 8 à 10 mM, EDTA à 1 mM, 

du Triton X-100 à 2% (volume / volume), du SDS à 1% (poids / volume). 

Le tampon SBEG est composé de Bicine pH8.5 à 10 mM, de Sorbitol à 1 M et d’Ethylène glycol 

à 3% (volume/volume). Le tampon NB est composé de NaCL à 0.15M et Bicine pH 8.35 à 10 

mM. Le tampon PEG 4000 est composé de Bicine pH8.35 et du Poly-Ethylene glycol à 40% 

(volume/volume).  

 

Tests ELISA 

Pour chaque échantillon, 0.5 g des feuilles les plus jeunes a été prélevé et broyé à l’aide d’une 

presse à rouleaux.  4 mL de tampon d’extraction virus (TEv) ont été ajouté dans le broyat. Les 

tests ELISA ont été réalisés en suivant le protocole fourni par Agdia et les anticorps 

monoclonaux issus du kit « ELISA Reagent set for Potyvirus group (Poty) ». Les primers utilisés 

pour l’amplification lors des contrôles de génotypes sont listés dans les tables S1 et S2. 
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Séquençage NGS 

Les amplifications sont réalisées sur les extraits de génome pour les 652 accessions. Le 

marquage est réalisé par une double PCR. Les primers utilisés dans la première amplification 

porte en 3’ la séquence du gène cible et en 5’ des séquences marqueur. 5 amplifications par 

génotype vont être amplifié pour couvrir l’ensemble du gène VPS4. Les séquences marqueurs 

sont associées en couple de primers forward et inward unique permettant de différencier 

chaque amplicon. Une seconde amplification utilisant des primers portant en 5’ une séquence 

commune pour initier le séquençage et en 3’ la séquence marqueur.  Les séquences utilisées 

pour les primers sont listées dans les tables S1 et S2. La décompilation des données est 

réalisée à l’aide des séquences marqueurs. L’assemblage est réalisé par alignement des reads 

à l’aide de logiciel interne au GAFL. 
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Résultats 
 
 

VPS4 est conservée chez les eucaryotes. 

Afin d’explorer s’il est possible de transposer chez d’autres espèces la résistance au ZYMV 

identifiée chez le concombre, nous avons regardé le niveau de conservation de la protéine 

VPS4 chez différentes espèces de plantes. Pour cela, nous avons construit un arbre 

phylogénétique à partir des données protéiques disponibles dans la base de données NCBI 

(Figure 18). L’origine commune de ce gène remonte à l’ancêtre commun entre les Eucaryotes 

et les Archaea [25]. Le maintien du gène Vps4 au cours de l’évolution témoigne de son rôle 

majeur dans le fonctionnement de la machinerie cellulaire [26]. Nous avons pu observer une 

variation du nombre de paralogues de Vps4 selon les espèces. Les levures et Archaea portent 

un seul paralogue de Vps4. Les mammifères portent deux paralogues de Vps4 fonctionnel. 

Chez les plantes, le nombre de paralogues varie d’une espèce à l’autre. Au sein de la famille 

des Cucurbitaceae, le melon, le concombre et la pastèque ont un seul paralogue de Vps4. 

D’autres comme la margose (Momordica charantia) ou la courgette (Cucurbita pepo) en 

portent deux. Au sein de la famille des Solanaceae, Nicotiana attenuata et Nicotiana tabacum 

ont un seul gène Vps4, alors que la tomate (Solacum lycopersicum) en possède 3. 
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Figure 18 : Arbre phylogénétique de la séquence protéique VPS4 de différentes espèces. 
L'arbre a été obtenu en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance. Les Archaea sont 
considérés comme le groupe externe. Les barres colorées correspondent à la classe et aux règnes 
auxquels appartiennent les espèces. La longueur des barres horizontales correspond à l'accumulation 
de substitutions dans chaque séquence protéique VPS4 entre deux branches. Les valeurs des nœuds 
représentent leur robustesse évaluée par Bootstrap à 1000 répétitions.  
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Nous retrouvons la structure en 3 domaines (MIT, AAA-ATPase, C-Ter) dans tous les règnes à 

l’exception des bactéries chez lesquelles aucun homologue du gène Vps4 n’a été identifié. Le 

domaine AAA-ATPase qui a pour fonction d’hydrolyser les molécules d’ATP est le plus 

conservé parmi les protéines VPS4 des différents règnes d’espèces [27,28]. Le niveau de 

similarité/identité de la plante modèle Arabidopsis thaliana avec Homo sapiens (VPS4a), 

Saccharomyces cerevisiae et Lokiarchaeota archaeon est de 90.4%/70.7%, 89.5/70.3% 

et 82,8%/50.6% respectivement (Table 1). 

Le domaine MIT qui a pour fonction d’interagir avec d’autres partenaires protéiques a un 

niveau de conservation beaucoup plus faible entre les espèces des différents règnes (Table S4 

à S6) [29,30]. Le domaine MIT de la protéine VPS4 de Homo sapiens (VPS4a), Saccharomyces 

cerevisiae et Lokiarchaeota archaeon ont respectivement une similarité/identité 

de 58,8%/26,3%, 40%/10% et 32,5%/5% comparé à A. thaliana. Cependant, parmi le règne 

des Plantaea, nous observons un niveau d’identité sur l’ensemble de la protéine supérieur à 

85% et de 88.8% pour le domaine MIT. Il a été observé des résultats similaires pour le domaine 

C-ter de VPS4 dont la fonction est de former un homo-multimère [31].  
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Table 1 : Conservation des domaines de la protéine VPS4 comparé à A. thaliana. 
Les niveaux de similarité et d’identité des protéines VPS4 de chaque espèce présentent dans la table a 
été obtenu suite à l’alignement multiple de la protéine VPS4 complète (VPS4), du domaine MIT 
(MIT:VPS4), du domaine AAA-ATPase (AAA-ATPase:VPS4) et du domaine C-ter (C-ter:VPS4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Arabidopsis thaliana (Similarité / Identité)  

 
VPS4 MIT:VPS4 AAA-ATPase:VPS4 C-ter:VPS4 

Brassica oleracea var. oleracea 98,2% / 95,6% 100% / 98,8% 98,3% / 95,9% 98,6% / 95,7% 

Cucurbita maxima LOC111490739 97,5% / 90,3% 97,5% / 93,8% 98,8% / 92,9% 94,3% / 78,6% 

Cucurbita maxima LOC111483960 97,9% / 90,1% 97,5% / 95% 99,2% / 92,9% 94,3% / 77,1% 

Momordica charantia LOC111794858 97,5% / 90,1% 97,5% / 93,8% 98,8% / 92,5% 94,3% / 78,6% 

Momordica charantia LOC111020632 97,7% / 89,1% 97,5% / 93,8% 98,8% / 91,3% 95,7% / 77,1% 

Citrullus lanatus 97,7% / 89,8% 97,5% / 93,8% 98,8% / 91,7% 95,7% / 80% 

Cucumis melo DHL92 97,5% / 89,6% 97,5% / 95% 98,8% / 91,7% 94,3% / 77,1% 

Cucurbita mochata 97,9% / 90,3% 97,5% / 95% 99,2% / 92,9% 94,3% / 77,1% 

Cucumis sativus 97,2% / 89,6% 97,5% / 95% 98,3% / 91,7% 94,3% / 77,1% 

Citrus clementina 97% / 89,2% 97,5% / 93,8% 98,3% / 92,1% 94,3% / 75,7% 

Nicotiana attenuata 96,8% / 88,7% 95% / 90% 97,9% / 92,1% 98,6% / 81,4% 

Nicotiana tabacum 96,5% / 88,7% 93,8% / 90% 97,9% / 92,1% 98,6% / 81,4% 

Solanum lycopersicum 007170 94,3% / 85,3% 92,5% / 88,8% 97,1% / 90% 91,4% / 72,9% 

Solanum lycopersicum 067230 96,3% / 89,3% 97,5% / 93,8% 97,5% / 91,7% 97,1% / 80% 

Solanum lycopersicum 067240 96,5% / 89,6% 98,8% / 93,8% 97,5% / 92,1% 97,1% / 80% 

Vitis vinifera 96,8% / 90,1% 98,8% / 93,8% 97,5% / 92,5% 94,3% / 78,6% 

Lokiarchaeota archaeon 74,3% / 40,3% 40% / 10% 82,8% / 50,6% 58,5% / 26,8% 

Heimdallarchaeota archaeon 77,4% / 40,7% 28,7% / 5% 79,2% / 47,1% 72,5% / 25% 

Homo sapiens VPS4a 81,2% / 54,9% 58,8% / 26,3% 90,4% / 70,7% 69,7% / 34,8% 

Homo sapiens VPS4b 81,8% / 55,4% 36,2% / 6,3% 90% / 71,3% 72,7% / 36,4% 

Mustela erminea VPS4a 81,5% / 55,1% 58,8% / 26,3% 90,4% / 71,1% 69,7% / 34,8% 

Mustela erminea VPS4b 82% / 55,8% 36,2% / 6,3% 90,4% / 71,7% 71,2% / 36,4% 

Saccharomyces cerevisiae 82,5% / 55,1% 32,5% / 5% 89,5% / 70,3% 74,2% / 37,9% 

Schizosaccharomyces pombe 82,1% / 52,4% 36,2% / 6,3% 90,8% / 66,2% 69,7% / 30,3% 
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Aucune diversité n’a été trouvée dans le domaine MIT chez Arabidopsis et la tomate 

La conservation de la protéine VPS4 et notamment du domaine MIT chez les plantes nous 

permet de rechercher des allèles portant des substitutions proches de celles identifiées chez 

le concombre et conférant une résistance au ZYMV. De nombreuses données de reséquençage 

ont été publiées sur différentes espèces pouvant être utilisées pour identifier des 

substitutions d’intérêts. Pour cela, nous avons utilisé les bases de données disponibles des 

plantes A. thaliana et de tomate [32,33]. Les substitutions non-synonymes et non-sens ont 

été ciblées dans ces bases de données. L’analyse de la diversité intra-espèce chez A. thaliana 

a permis d’identifier 3 allèles de VPS4 sur une collection de 1184 accessions. On retrouve les 

substitutions AtVPS4Y2F, AtVPS4G366A et AtVPS4L391F chacune portée par une seule accession. 

La substitution AtVPS4Y2F est positionnée au début du domaine MIT en amont de la première 

hélice-alpha dans une région non structurée de la protéine. La substitution AtVPS4G366A est 

positionnée à l’inter-domaine AAA-ATPase et C-ter dans une région non structurée. La 

substitution AtVPS4L391F est positionnée dans le domaine C-ter. Ces trois substitutions 

induisent des modifications conservatives, qui sont prédites comme influant peu sur la 

structure et les interactions de la protéine. Il n’a été identifié aucune substitution non 

conservative dans le domaine MIT ou dans le reste de la protéine VPS4. 

De la même manière, nous avons recherché la diversité chez les trois paralogues de Vps4 de 

la tomate. Deux des paralogues ont une séquence protéique très proche (067230 et 067240). 

Le troisième (007170) accumule de nombreuses substitutions en comparaison des deux 

autres. Cependant, la recherche de substitutions sur le domaine MIT dans 510 accessions n’a 

montré aucune substitution non-synonyme et non-sens sur chacun des paralogues. 
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Le séquençage du domaine MIT de VPS4 chez le melon révèle de la diversité 

Nous avons utilisé le réseau de ressources génétiques du CRBLeg du GAFL d’Avignon pour 

séquencer le gène Vps4 chez 652 accessions de melon. Ces accessions sont originaires de 

toutes les régions du monde et sont représentatives de la diversité cultivée et sauvage du 

melon [34].  

L’allèle du gène Vps4 porté par l’accession Charentais Monoïque (CM) est utilisé comme 

référence. Les résultats du séquençage de la collection nous ont permis d’identifier  4 allèles 

dont la séquence protéique codée par le gène Vps4 est modifiée (Table 2). La majorité des 

accessions porte le même allèle que CM. L’allèle CmVps4P30S porté par l’accession DHL92 dont 

le génome a été entièrement séquencé est retrouvé uniquement chez l’accession PI 161375 

dont elle est issue [35]. Cette accession est originaire de Corée. L’allèle CmVps4P30R est 

retrouvé dans les accessions TGR-1551, IVT 2365, PI 482398 et PI 482399. Ces 4 accessions 

sont originaires du continent Africain. Les accessions TGR-1551, PI 482398 et PI 482399 

proviennent du Zimbabwe. Cependant l’origine de IVT 2365 est incertaine. L’allèle CmVps4K40R 

a été trouvé chez les accessions Humaid 93-4, Humaid 93-10, HSD 2441, HSD 2445, HSD 2446, 

HSD 2447 et HSD 2458. Ces accessions sont toutes originaires du Soudan. Les mutations non-

synonymes des trois allèles CmVps4P30S, CmVps4P30R et CmVps4K40R sont identifiées sur le 

domaine MIT de VPS4. Le dernier allèle CmVps4P223S est retrouvé chez l’accession PI 436533 

originaire du Sénégal. La substitution non-synonyme sur cet allèle est localisée sur le domaine 

AAA-ATPase de la protéine VPS4. Le nombre des accessions portant un allèle variant de Vps4 

est plus important que ce qu’il a été constaté au sein des collections d’A. thaliana et de la 

tomate. Il reste cependant faible avec 2.3% des accessions séquencées portant une 

substitution non-synonyme sur le gène Vps4.  
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Table 2 : Liste des allèles du gène Vps4 issue de la collection du melon. 
Les données représentées dans la table proviennent du séquençage de 652 accessions de melon. La 
protéine VPS4 issue de Charentais Monoïque (CM) est utilisée comme référence. Seules les 
substitutions non-synonymes sont considérées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Base Change AA Change Domaine Accession   

C88G P30S MIT PI 161375   

C89G P30R MIT TGR-1551, IVT 2365, PI 482398, PI 482399   

A119G K40R MIT 

HSD 2441, HSD 2445, HSD 2446, HSD 

2447, HSD 2458, Humaid 93-4, Humaid 

93-10 

  

C667T P223S AAA-ATPase PI 436533   
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Les substitutions sur CmVps4P30R, CmVps4P30S et CmVps4K40R modifient 
l'encombrement stérique du domaine MIT. 
 

Afin de localiser les substitutions identifiées sur la protéine VPS4 dans la diversité naturelle du 

melon et d’estimer leur impact potentiel sur la structure de la protéine, nous avons utilisé les 

données de cristallographie disponibles. Seule la modélisation basée sur la cristallographie de 

VPS4b d’Homo sapiens est disponible à ce jour [31]. D’après ces données de cristallographie, 

la structure du domaine MIT est organisée en 3 hélice-alpha antiparallèles. Les mutations F29S 

et M33I présentes sur la protéine VPS4 chez plusieurs accessions de concombres sont 

impliquées dans la résistance au ZYMV [11]. Ces deux substitutions sont situées sur la seconde 

hélice-alpha du domaine MIT et sont prédites comme partiellement exposées (Figure 19). La 

modification de l’exposition d’un acide aminé au milieu environnant peut modifier la capacité 

d’une protéine à interagir avec d’autres protéines ou molécules. Nous nous intéressons ainsi 

aux modifications induites chez le melon par les substitutions CmVps4P30R, CmVps4P30S et 

CmVps4K40R sur la structure secondaire de la protéine VPS4. 

Chez le melon, les substitutions P30S et P30R identifiées sur la protéine VPS4 sont également 

situées sur la seconde hélice-alpha du domaine MIT et sont prédites comme exposées. Chez 

l’accession CM, l’acide aminé situé à la position 30 de la protéine VPS4 est une proline. La 

proline est un acide aminé de petite taille, apolaire, hydrophile et non chargé. De plus, du fait 

de la conformation particulière de la molécule et de son cycle aromatique, il impose un 

changement d’orientation dans les structures secondaires des protéines [36]. Dans le cas de 

l’allèle CmVps4P30S avec le remplacement d’une proline par une sérine à la position 30, la 

structure perd le changement d’orientation imposé par la proline ainsi que son cycle 

aromatique. De plus, la sérine est un acide aminé polarisé contrairement à la proline. Dans le 

cas de l’allèle CmVps4P30R avec le remplacement d’une proline par une arginine a la position 

30, la structure perd également le changement d’orientation imposé par la proline et son cycle 

aromatique. L’arginine est un acide aminé de grande taille, polarisé et chargé positivement 

[37].  
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Figure 19 : Exposition structurale des acides aminés du domaine MIT de CmVPS4. 
Les régions désordonnées (DISO) représentent la prédiction d'ordre / désordre basée sur la valeur 
« cutoff » à 0,25, respectivement. Pour la structure secondaire à 3 états (SS3), le rouge, le bleu et le 
gris représentent respectivement l'hélice alpha, la feuille bêta et les coudes. L'accessibilité aux solvants 
(ACC) concernés est divisée en trois états par 2 valeurs « cutoff » : 10% et 40% afin que les trois états 
aient une distribution égale. Enterré pour moins de 10%, exposé pour plus de 40% et moyen pour entre 
10% et 40% [38–41]. 
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L’acide aminé situé à la position 40 de la protéine VPS4 chez le melon est une lysine et est 

prédit partiellement exposé. Cet acide est de grande taille, chargé positivement et 

hydrophobe. Le remplacement d’une lysine par une arginine à la position 40 de la protéine 

VPS4 est une modification considérée comme conservative. Cependant l’arginine est un acide 

aminé hydrophile contrairement à la lysine. 

La modélisation de la structure du domaine MIT de VPS4 pour les allèles CmVps4P30R, 

CmVps4P30S et CmVps4K40R ne permet pas de prédire un changement dans la structure de 

l’hélice (figure 20). Le manque de données sur la structure du domaine MIT ne permet pas 

d’identifier des modifications majeures dans la structure secondaire du domaine MIT chez le 

melon. Cependant, les substitutions présentes sur les allèles CmVps4P30R, CmVps4P30S et 

CmVps4K40R induisent des changements de propriétés et peuvent influer sur les interactions 

protéiques. 
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Figure 20 : Modélisation de la structure du domaine MIT du melon.  
Modélisation de la structure et des interactions entre les acides aminés du domaine MIT pour les 
protéines CmVPS4wt, CmVPS4P30S CmVPS4P30R et CmVPS4K40R. (A) Structure de la seconde hélice alpha 
centrée sur la position 30 de la protéine CmVPS4wt (B) Centrée sur la position 30 de la protéine 
CmVPS4P30S. (C) Centrée sur la position 30 de la protéine CmVPS4P30R. (D) Centrée sur la position 40 de 
la protéine CmVPS4wt. (E) Centrée sur la position 40 de la protéine CmVPS4K40R. Les barres vertes 
représentent les acides aminés sauvages et modifiés. Les barres grises représentent les acide s aminés 
en contact avec l’acide aminé représenté en vert. Les résidus bleus et rouges représentent les 
groupements amine et acide carboxyle des acides aminés. Les liaisons sont représentées par les barres 
en pointi 
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Les allèles CmVps4P30R, CmVps4P30R et CmVps4K40R chez le melon n’induisent pas de 
résistance au ZYMV 
 

Afin d’évaluer l’impact des changements des acides aminées dans la protéine VPS4 sur la 

sensibilité aux virus, les accessions portant les allèles CmVps4P30R, CmVps4P30R et CmVps4K40R 

ont été infectés par le ZYMV et comparées au contrôle sensible Charentais Monoïque (CM) 

(Figure 21). Les symptômes ont été notés sur une échelle de notation de 0 à 3, à 14 jours après 

inoculation. PI 414723 est une accession résistante au ZYMV. Cette résistance est conférée 

par un gène dominant (Zym) non lié à Vps4 [42]. PI 414723 porte le même allèle Vps4 que CM 

(CmVps4wt).  

Suite à l’infection au ZYMV des accessions portant l’allèle CmVps4P30R, aucune différence 

significative avec CM n’a été observée. L’accession IVT 2365 qui a une note de 3 correspond à 

une sénescence de l’ensemble des plantes infectées. Celle-ci est due soit à une très forte 

expression des symptômes, soit à une réaction immunitaire hypersensible induisant la mort 

de l’ensemble des tissus infectés. Cette réponse n’est pas observée chez TGR-1551 et PI 

482399 qui présentent de forts symptômes. Par manque de réplicats, l’accession PI 482398 

n’est pas représentée ici. Les résultats préliminaires ne montrent aucune réduction de 

symptômes comparés à CM (données non présentées). De la même manière, PI 161375, seule 

accession identifiée portant l’allèle CmVps4P30S, ne montre aucune réduction de symptômes 

suite à l’infection au ZYMV.  

Les accessions HSD 2441, HSD 2445 et Humaid 93-10 portant l’allèle CmVps4K40R ne montrent 

aucune diminution de symptômes suite à l’infection par le ZYMV. Seule l’accession Humaid 

93-4 présente une absence totale de symptômes, qui ne peut pas être associée à l’allèle 

CmVps4K40R. Les accessions HSD 2446, HSD 2447, HSD 2458 n’ont pu être testées en raison 

d’un très faible taux de germination et un développement fortement impacté par les 

conditions de température non optimales. Contrairement à l‘allèle de Vps4 résistant chez le 

concombre, les allèles CmVps4P30S, CmVps4P30R et CmVps4K40R n’induisent pas de résistance au 

ZYMV chez le melon, dans les conditions et avec la souche testée. 
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Figure 21 :  Symptômes présentés après infection par le ZYMV chez des accessions de melon portant 
différents allèles de CmVPS4. 
L’accession sensible Charentais Monoïque (CM) et l’accession résistante PI 414723 sont utilisées 
comme témoins du test de résistance au ZYMV. (A) Notation des symptômes de ZYMV sur les 
accessions portant l’allèle Vps4P30R (P30R) et Vps4P30S (P30S ; n ≥ 8) à 20 jour après inoculation (dpi). La 
notation moyenne sur une échelle de 0 à 3 est représentée. (B) Accumulation du WMV sur les 
accessions portant l’allèle Vps4K40R (K40R ; n ≥ 9) par rapport à CM à 20 dpi. 
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Les accessions portant l’allèle Vps4P30R et Vps4K40R sont résistantes au WMV 

L’accession de melon TGR-1551 est déjà caractérisée pour plusieurs résistances dont celle au 

WMV. La résistance au WMV chez TGR-1551 est principalement contrôlée par un gène 

récessif. Une cartographie génétique a permis d’identifier une région génétique impliquée 

dans la résistance au WMV sur le chromosome 11 du melon. Cette région génétique comprend 

plus d’une centaine de gènes candidats [21]. Nous avons identifié le gène MELO3C021413 qui 

code pour la protéine VPS4 dans cet intervalle. Afin de tester l’impact des allèles de Vps4 sur 

la sensibilité au WMV, nous avons infecté les accessions présentant les différents allèles de 

Vps4 vis-à-vis de la souche WMV-fr et noté les symptômes sur une échelle de 0 à 3 (Figure 

WMV_P30R_A). 20 jours après l’inoculation au WMV, l’accession TGR-1551 portant l’allèle 

Vps4P30R présente comme attendu une réduction significative de symptômes comparé à CM 

(Figure 22A). Ce phénotype se caractérise par une absence totale de symptômes, à l’exception 

de rares taches chlorotiques. Cela témoigne du maintien du virus dans la plante. Les autres 

accessions identifiées portant ce même allèle : IVT 2365, PI 482399 et PI 482398, présentent 

également une diminution significative des symptômes par rapport à l‘accession CM et le 

maintien de rares taches chlorotiques comme observé chez TGR-1551. Afin de confirmer les 

observations, nous avons évalué la capacité du virus à se répliquer dans ces accessions. Pour 

cela nous avons comparé la charge virale dans chacune d’entre-elles avec celle de l’accession 

CM (Figure 22B). Il a été observé une diminution significative de la quantité de particules 

virales estimée dans les quatre accessions portant l’allèle Vps4P30R. Ces résultats montrent que 

l’ensemble des accessions portant l’allèle Vps4P30R présentent une résistance au WMV. La 

mutation identifiée sur le gène Vps4 présent dans la région génétique impliquée dans la 

résistance au WMV chez TGR-1551 est ainsi un candidat majeur pour apporter cette 

résistance. De la même manière, nous avons comparé les symptômes sur l’accession PI 

161375 qui porte l’allèle Vps4P30S. Aucune réduction de symptôme n’a été observée pour cette 

accession. 
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Figure 22 : Tests de résistance au WMV pour les melons portant l’allèles CmVps4P30R. 
L’accession sensible CM et l‘accession résistante PI 414723 sont utilisées comme té moins du test de 
résistance au WMV. (A) Notation des symptômes de WMV sur les accessions portant l’allèle Vps4P30R 
(P30R ; n ≥ 8) à 20 jour après inoculation (dpi). La notation moyenne sur une échelle de 0 à 3 est 
représentée. (B) Accumulation du WMV sur les accessions portant l’allèle Vps4P30R (P30R ; n ≥ 8) par 
rapport à CM à 20 dpi. L’astérisque représente une différence significative avec le contrôle sensible 
CM pour α = 0.05. 
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Les accessions HSD 2441, HSD 2445, Humaid 93-4 et Humaid 93-10 portant l’allèle Vps4K40R 

montrent quant à elles une diminution significative des symptômes après inoculation au WMV 

comparé à CM (Figure 23). Suite à un manque de réplicats pour l‘accession PI 414723 résistant 

au WMV, l’accession Pastis 1 a été utilisée comme contrôle résistant. Les accessions HSD 2441, 

HSD 2445, Humaid 93-4 et Humaid 93-10 ont également montré une diminution significative 

de la charge virale suite à l’inoculation avec le WMV. Les accessions HSD 2446, HSD 2447 et 

HSD 2458 n’ont pu être testées en raison de leur très faible taux de germination et un 

développement fortement impacté par les conditions de température et de luminosité non 

optimales.  
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Figure 23 : Test de résistance au WMV pour les accessions de melons portant l’allèles CmVps4K40R. 
 
L’accession sensible Charentais Monoïque (CM) et l’accession résistante PI 414723 sont utilisées 
comme témoins du test de résistance au WMV. (A) Notation des symptômes de WMV sur les 
accessions portant l’allèle Vps4K40R (P30R ; n ≥ 8) à 20 jour après inoculation (dpi). La notation moyenne 
sur une échelle de 0 à 3 est représentée. (B) Accumulation du WMV sur les accessions portant l’allèle 
Vps4K40R (P30R ; n ≥ 8) par rapport à CM à 20 dpi. L’astérisque représente une différence significative 
avec le contrôle sensible CM pour α = 0.05.  
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Le crible d’une collection EMS de melon pour le gène Vps4 ne présente pas de 
diversité sur le domaine MIT 
 

Afin de démontrer le rôle de Vps4 dans la résistance aux virus, nous avons utilisé une approche 

de TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) sur une collection mutagénéïsée par 

EMS du melon Charentais Monoïque (CM) pour identifier de la diversité induite dans le gène 

CmVps4. Dans un second temps, nous avons phénotypé les familles portant un allèle muté de 

CmVps4 qui induit un changement dans la protéine codée pour leur résistance au WMV et 

ZYMV.  

La mutagénèse par EMS génère aléatoirement des mutations sur l’ensemble du génome. Les 

mutations ainsi obtenues sont hétérozygotes. Nous avons séquencé le gène CmVps4 de 

l’ensemble de la collection pour identifier des mutations non-synonymes ou des mutations 

non-sens (figure 24). Il a été identifié sur cette collection 13 familles portant une mutation 

non-synonyme sur le gène CmVps4. Les plantes M2 de chacune de ces familles ont été 

génotypées et les homozygotes autofécondés, afin de fixer les mutations. 3 de ces 

substitutions sont localisées sur l’inter-domaine MIT/AAA-ATPase, 7 sur le domaine AAA-

ATPase et 3 sur le domaine C-terminal. Aucune mutation sur le domaine MIT n’a été identifiée. 

De plus, il n’a été trouvé aucune mutation non-sens sur l’ensemble de la collection dans le 

gène ciblé.  
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Figure 24 : Représentation de la disposition des substitutions naturelles et des mutations induites 
sur la protéine VPS4 du melon. 
L’échelle de 1 à 433 représente les positions des acides aminés sur la protéine VPS4. Les flèches vertes 
indiquent les substitutions issues de la diversité naturelle. Les flèches bleues représentent les 
mutations issues de la diversité induite.  
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Les familles EMS portant une substitution non-synonyme sur le gène CmVps4 ne sont 
pas résistantes au ZYMV et au WMV 
 

Afin d’identifier une résistance chez l’une des familles portant une substitution sur la protéine 

VPS4, nous avons phénotypé 10 des 13 familles EMS de melon vis-à-vis du ZYMV (Figure 25A). 

Les résultats nous ont montré qu’aucune de ces familles ne présente une diminution de 

symptômes en comparaison de CM suite à l’infection au ZYMV. 

De la même manière, nous avons phénotypé les familles M3, homozygotes pour une mutation 

non-synonyme dans le gène Vps4, vis-à-vis du WMV (Figure 25B). La famille CmEMS P223S a 

montré une diminution significative des symptômes, comparé à CM, après infection avec le 

WMV. Les autres familles EMS ne présentent quant à elles aucune différence significative avec 

CM. Chaque famille issue de la collection EMS porte une estimation de 1000 substitutions sur 

leur génome. Pour vérifier le rôle de la mutation CmVps4P223S de la famille CmEMS P223S dans 

la diminution des symptômes observée après infection par le WMV, nous avons évalué la 

résistance d’une population M3 obtenue après autofécondation d’une plante M2 

hétérozygote pour la mutation (équivalent d’une population naturelle en génération F2). Pour 

cela, nous avons génotypé et inoculé la population en ségrégation pour la mutation avec le 

WMV et comparé la charge virale dans les 3 groupes de génotype pour CmVps4 : homozygote 

wt, [wt/wt], homozygote mutant [mut/mut] et hétérozygote [wt/mut] (figure 26). 

L’accumulation de la charge virale dans chacun des 3 groupes ne présente aucune différence 

significative entre eux. Cependant, la population M3 de la famille CmEMS P223S présente une 

différence significative de charge virale, comparé au sensible CM. Cela révèle la présence 

d’une résistance au WMV dans cette population qui n’est pas liée à la mutation P223S.  
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Figure 25 : Symptômes présentés par différentes familles de melon mutagénisées à l’EMS, 
homozygotes pour les mutations dans le gène CmVps4  
La notation moyenne sur une échelle de 0 à 3 est représentée. Les accessions Charentais Monoïques 
(CM) et PI 414723 sont utilisées comme témoins. (A) Notation des symptômes du ZYMV sur les familles 
CmEMS (n ≥ 5). (B) Notation des symptômes WMV (n ≥ 5) sur les familles CmEMS à 20 dpi.  
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Les vecteurs viraux WMV-LLA10-CmVps4wt et le WMV-LLA10-CmVps4P30R sont 
infectieux 
 

Pour contourner l’absence de diversité induite sur le domaine MIT, nous avons mis en place 

une stratégie alternative permettant de tester le rôle de l’allèle CmVps4P30R dans la résistance 

au WMV. L’approche de complémentation de la résistance dans les conditions actuelles de 

transformation génétique du melon n’est pas réalisable. Cependant, la transformation 

génétique du WMV nous permet d’utiliser le virus comme vecteur. La résistance au WMV chez 

l’accession TGR-1551 est contrôlée de manière récessive. Ainsi en inoculant TGR-1551 avec le 

WMV transformé avec l’allèle CmVps4wt issu de l’accession CM, nous pouvons observer si le 

virus restaure la sensibilité au WMV. La souche WMV-LLA1 a été intégrée dans un plasmide 

pour insérer le gène codant pour la protéine GFP ; la construction sera nommée WMV-LLA1-

GFP. De la même manière, nous avons transformé les allèles CmVps4wt issus de CM et 

CmVps4P30R issus de TGR-1551 dans le WMV et obtenu les constructions qui seront nommées 

respectivement WMV-LLA1-CmVps4Wt et WMV-LLA1-CmVps4P30R par la suite. 

Les symptômes et l’accumulation de la charge virale dans TGR-1551 et CM ont été évalués 

après infection avec la construction WMV-LLA1-GFP (figure 27A et figure S1). Nous avons pu 

observer des résultats semblables à ceux observés avec la souche WMV-Fr. L’accession CM 

présente des symptômes et une charge virale forte contrairement à TGR-1551 dont les 

symptômes sont peu présents et la charge virale est significativement plus faible que pour 

CM.  

Les symptômes et l’accumulation de la charge virale dans CM ont été évalués après infection 

avec les constructions WMV-LLA1-CmVps4Wt et WMV-LLA1-CmVps4P30R (figure 27B et figure 

S1). Nous avons pu observer la présence de symptômes et une charge virale élevée chez CM 

pour les deux souches de virus. Cela nous confirme que les deux virus transformés avec les 

gènes codants pour les protéines CmVPS4Wt et CmVPS4P30R sont capables de se répliquer et 

d’infecter le melon. Nous n’observons aucune différence significative dans l’infectiosité des 

deux souches. Cependant un effet faible semble réduire la charge virale dans le cas de 

l’infection de CM avec la souche WMV-LLA1-CmVps4P30R. 
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Figure 26 : Accumulation virale dans la famille CmEMS P223S en ségrégation pour l’allèle CmVps4 
P223S après inoculation au WMV. 
Les résultats de densité optique (DO) issus du prélèvement des feuilles les plus jeunes sont présentés. 
Les échantillons ont été collectés après 20 dpi. L’accession Charentais Monoïque (CM) porte l'allèle 
CmVps4Wt. La famille CmEMS P223S porte l'allèle CmVps4P223S. La famille F2 : CmEMS P223S est 
répartie en trois groupes en fonction du génotype associé au gène Vps4 : CmVps4wt [wt/wt], 
CmVps4P223S [mut/mut] et CmVps4wt/CmVps4P223S [wt/mut]. L’astérisque représente une différence 
significative avec le contrôle sensible CM pour α = 0.05.  
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TGR-1551 présente une forte charge virale après inoculation avec la souche WMV-
LLA10-CmVps4P30R 

 
Les symptômes et l’accumulation de la charge virale dans TGR-1551 ont été évalués après 

infection avec les constructions WMV-LLA1-CmVps4Wt et WMV-LLA1-CmVps4P30R (figure 28 et 

figure S1). Nous avons pu observer la présence de symptômes et une charge virale élevée chez 

l’accession TGR-1551 infectée avec la souche WMV-LLA1-CmVps4Wt contrairement aux 

plantes TGR-1551 infectées avec la souche WMV-LLA1-CmVps4P30R. Cela permet d’affirmer 

que l’absence de la mutation P30R sur la protéine VPS4 est suffisante pour permettre au virus 

d’infecter l’accession TGR-1551.  
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Figure 27 : Accumulation virale des souches de WMV transformées avec le gène CmVps4 dans 
Charentais Monoïque. 
 
(A) Organisation du génome du WMV transformé avec le gène Vps4. (B et C) Les résultats de densité 
optique (DO) issus du prélèvement des feuilles les plus jeunes sont présentés. Les échantillons  ont été 
collectés après 20 dpi. L’accession Charentais Monoïque (CM) porte l'allèle CmVps4Wt. L’accession TGR-
1551 porte l'allèle CmVps4P30R. L’astérisque représente une différence significative avec le contrôle 
sensible CM pour α = 0.05.  
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Discussion 
 
Amano et al. (2013) ont montré par des approches génétiques que l’allèle CsVps4zym192-18 est 

responsable de la résistance au Potyvirus ZYMV chez le concombre [11]. Mes travaux 

démontrent le rôle de l’allèle CmVps4P30R dans la résistance au Potyvirus WMV chez le melon. 

Cette étude pourrait permettre le développement d’une nouvelle famille de gène de 

résistance aux virus à ARN simple-brin de sens positif (ARNsb(+)) infectant les plantes.  

La protéine VPS4 est initialement impliquée dans la formation des MVBs chez les cellules 

Eucaryotes [43]. Le complexe ESCRT auquel VPS4 appartient permet la formation de vésicules 

à l’intérieur des pré-endosomes à destination de la vacuole [12,44]. Nous avons observé ici la 

conservation de la protéine VPS4 entre différentes espèces de plantes (Figure 18). De plus, la 

protéine VPS4 a été observé dans tous les règnes des eucaryotes et également chez les 

archaea [25]. Au niveau de la structure protéique, nous avons pu observer la forte 

conservation entre les différentes espèces de plantes du domaine AAA-ATPase de VPS4 (table 

1). La pression de sélection conservative sur ce domaine est principalement due à la relation 

de liaison et d’hydrolyse avec la molécule ATP [27,45]. Le domaine MIT de VPS4 est impliqué 

dans l’interaction avec plusieurs protéines de l’ESCRT et co-facteurs [29,30,46,47]. Il joue un 

rôle essentiel dans la régulation de l’activité de l’ESCRT [48,49]. Une divergence plus grande 

de ce domaine entre les différents règnes montre une contrainte évolutive moins conservative 

que pour le domaine AAA-ATPase. Cependant, la co-évolution entre deux ou plusieurs 

protéines qui interagissent entre elles limitent la permissivité dans l’introduction de variations 

dans la séquence protéique [50,51]. Cette contrainte est renforcée par le caractère essentiel 

de la protéine VPS4 observer chez les plantes [12]. C’est ce que nous pouvons observer pour 

le domaine MIT de VPS4, qui présente un niveau d’identité supérieur à 98% chez l’ensemble 

des espèces de plantes représentées ici. Le niveau de conservation élevé que nous avons pu 

observer chez VPS4 répond au besoin pour transposer la résistance au ZYMV identifié chez le 

concombre chez d’autres espèces de plantes.  
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Figure 28 : Accumulation virale des souches de WMV transformées avec le gène CmVps4 dans TGR-
1551. 
 
(A et B) Photos illustratives des symptômes sur les feuilles de l’accession de melon TGR-1551 à 20dpi 
(jours après inoculation) infectées avec les souches (A) WMV-LLA01-CmVps4wt et (B) WMV-LLA01-
CmVps4P30R (C) Les résultats de densité optique (DO) issus du prélèvement des feuilles les plus jeunes 
sont présentés. Les échantillons ont été collectés après 20 dpi. L’accession TGR-1551 porte l'allèle 
CmVps4P30R. L’astérisque représente une différence significative avec le contrôle sensible CM pour α = 
0.05.  
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L’analyse des données disponibles de séquençage de 1184 accessions d’Arabidopsis thaliana 

et de 510 accessions de tomate n’a pas permis d’identifier  de substitutions non-synonymes 

sur le domaine MIT de la protéine VPS4. L’absence de substitution sur le domaine MIT dans la 

diversité intra-espèce chez A. thaliana peut s’expliquer de la même manière que pour la 

diversité inter-espèces. Le nombre important de partenaires protéique associé au domaine 

MIT et le caractère essentiel de la fonction porté par la protéine VPS4 induisent une forte 

pression de sélection sur ce domaine de la protéine [12,29,30,46,47]. Ainsi, peu de 

substitutions semblent permettre le maintien de la fonction de la protéine. Il est possible que 

les substitutions sur ce domaine induisent des plantes non viables ou apportent un 

désavantage sélectif empêchant leur maintien dans la diversité naturelle. Surprenamment, la 

présence de trois paralogues de VPS4 chez la tomate devrait réduire la pression de sélection 

et permettre des variations au sein de la diversité de cette espèce. L’absence de diversité sur 

le domaine MIT des trois paralogues de la tomate peut s’expliquer par une différenciation de 

la fonction portée par chacun des paralogues pour la protéine VPS4 et, ou, une différenciation 

de leur expression, impliquant le maintien de la forte pression de sélection pour chacun des 

paralogues indépendamment.   
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Le séquençage du gène codant pour la protéine VPS4 de 652 accessions de melon (Cucumis 

melo), espèce proche du concombre (Cucumis sativus), a permis d’identifier 3 allèles portant 

une substitution non-synonyme située sur le domaine MIT (Table 2) [52,53]. Il est possible que 

la disposition des substitutions sur la position 30 pour les allèles CmVps4P30R et CmVps4P30S et 

sur la position 40 pour l’allèle CmVps4K40R indique une permissivité plus importante dans cette 

région de la protéine dans la diversité intra-espèce du melon. La proximité des substitutions 

identifiées sur l’allèle CsVps4zym192-18 chez le concombre sur les positions 29 et 33 renforce 

cette hypothèse. Le maintien de ces substitutions pourrait apporter un avantage sélectif dans 

l’environnement naturel de ces accessions. Les accessions TGR-1551, PI 482398, PI 482399 

portant l’allèle CmVps4P30R sont originaires du Zimbabwe. Les virus rapportés infectant les 

Cucurbitacées dans cette région géographique sont des virus appartenant au groupe IV (virus 

à ARNsb(+)): le Cucumber Mosaic Virus (CMV, genre Cucumovirus, famille Bromoviridae), le 

Squash Mosaic Virus (SqMV, genre Comovirus, famille Secoviriade) et le Watermelon Mosaic 

Virus (WMV, genre Potyvirus, Famille Potyviridae) [54]. Cependant, le ZYMV n’a pas été 

identifié dans la région Sud et Centrale de l’Afrique à l’exception de l’ile de Madagascar 

[55,56].  

Les accessions Humaid 93-4, Humaid 93-10, HSD 2441, HSD 2445, HSD 2446, HSD 2447 et HSD 

2458 portant l’allèle CmVps4K40R sont originaires du Soudan. Les virus infectant les 

Cucurbitacées isolés au Soudan appartenant au groupe IV sont le Melon Rugose Mosaic Virus 

(CRMV, genre Tymovirus, famille Tymoviridae), le Cucurbit Aphid-borne Yellows Virus (CABYV, 

genre Polerovirus, famille Luteoviridae) et le Cucumber Mosaic Virus (CMV, genre 

Cucumovirus, famille Bromoviridae) [57–59]. Appartenant au même groupe, ont été identifiés 

les virus du genre Potyvirus (famille Potyviridae) : le Papaya Ringspot Virus (PRSV), Moroccan 

Watermelon Mosaic Virus (MWMV) et le Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) [60–62]. Le 

Watermelon Chlorotic Stunt Virus (WmCSV, genre Begomovirus famille Geminiviridae) 

appartenant au groupe II (virus à ADN) a également été identifié infectant les Cucurbitaceae 

au Soudan [63]. 
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La seule accession identifiée portant l’allèle CmVps4P30S est PI 161375 et est originaire de 

Corée. Les virus infectant les Cucurbitacées isolés en Corée appartenant au groupe IV sont le 

Cucumber Green Mottle Mosaic Virus (CGMMV, genre Tobamovirus, famille Virgaviridae) 

[64], le Zucchini Green Mottle Mosaic Virus (ZGMMV, genre Tobamovirus, famille 

Virgaviridae) [65], le Melon Necrotic Spot Virus (MNSV, genre Carmovirus, famille 

Tombusviridae) [66] et le Cucurbit Aphid-borne Yellows Virus (CABYV, genre Polerovirus, 

famille Luteoviridae) [67]. Appartenant au même groupe, ont été identifiés les virus du genre 

Potyvirus (famille Potyviridae) : le Papaya Ringspot Virus (PRSV), le Watermelon Mosaic Virus 

(WMV) et le Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) [68–70]. 

Il est important de relever que ces allèles peuvent également apporter un avantage évolutif 

dans la résistance à d’autres stress biotiques ou abiotiques. Le faible nombre d‘accessions 

portant des substitutions sur le gène codant pour la protéine VPS4 (12 accessions parmi une 

collection de 652 accessions) peut, de la même manière que nous l’avons vu pour A. thaliana 

et la tomate, témoigner d’un avantage évolutif faible, voire délétère. Il est également possible 

que ces substitutions soient issues d’évolutions récentes et donc peu répandu dans la diversité 

du melon. 

Le caractère essentiel de la protéine VPS4 chez les plantes implique que les substitutions 

identifiées chez le melon maintiennent suffisamment l’activité de la protéine [12]. Les 

données de cristallographie du domaine MIT de la protéine VPS4b humaine nous on permit 

de modéliser la structure du domaine MIT de la protéine VPS4 du melon (figure 19 et 20) [31]. 

Cette modélisation ne permet pas de mettre en avant des différences dans la structure du 

domaine MIT entre la VPS4b humaine et la VPS4 du melon malgré un niveau de 

similarité/identité de 82%/55% (Table S4 à S6). La modélisation ne permet également pas de 

prédire une modification de la structure du domaine MIT induite par les mutations P30R, P30S 

et K40R. Les prédictions de structure protéique sont réalisées par comparaison des structures 

cristallographiées. A ce jour, le domaine MIT est un domaine dont la structure est peu connue 

à l’exception de la VPS4 humaine et il n’existe pas d’autres structures proches de celle du MIT 

ayant été cristallographié. Ainsi la modélisation de la VPS4 du melon prend comme référence 

uniquement la VPS4 humaine et génère un modèle identique. Nous avons particulièrement 

pu observer cette contrainte dans la modélisation lors de la prédiction de la structure du 

domaine MIT pour les allèles CmVps4P30R et CmVps4P30S avec la substitution d’une proline ne 
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modifiant pas l’hélice alpha sur laquelle elle se trouve. Il est cependant possible que les 

substitutions identifiées sur ce domaine aient non seulement modifié l’encombrement 

stérique de la structure protéique mais également sa charge [71,72]. Une résistance au virus 

qui serait induite par ces substitutions serait donc possiblement du a une perte de fonction 

cellulaire nécessaire à la réplication du virus. Le maintien de la fonction ESCRT étant essentiel 

pour la cellule de plante, il s’agirait d’une perte de fonction sur un mécanismes non-décrit de 

la protéine VPS4 autre que l’ESCRT. Une autre possibilité étant qu’une résistance induite par 

ces substitutions soient du a une perte d’interaction avec une protéine virale.  

Le phénotypage des accessions portant les allèles CmVps4P30R et CmVps4P30S n’ont montré 

aucune résistance à la souche ZYMV-R5A (figure 21). Les accessions portant l’allèle CmVps4K40R 

ne sont également pas résistantes à cette souche à l’exception de Humaid 93-4. Ainsi, nous 

pouvons affirmer que les allèles de Vps4 identifiés n’induisent pas de résistance au ZYMV-R5A 

et que la résistance chez Humaid 93-4 à ce virus n’est pas associé à la substitution K40R de la 

protéine VPS4. 

La résistance au WMV est peu courante chez le melon. Seules quelques accessions ont été 

décrites partiellement résistantes au WMV et les gènes responsables ne sont pas identifiés. 

Parmi celles-ci, l’accession TGR-1551 est présentée dans la littérature comme résistante au 

WMV [21,73]. Cette résistance a été caractérisée vis-à-vis de plus de 21 souches de WMV 

[74,75]. Le locus wmv1551 responsable de la résistance au WMV chez TGR-1551 a été 

cartographié sur le chromosome 11. Ce locus contient plus de 100 gènes candidats pour la 

résistance au WMV dont le gène codant pour VPS4 fait partie.  

Les 4 accessions portant l’allèle CmVps4P30R : TGR-1551, IVT 2365, PI 482398 et PI 482399 ont 

montrées le même phénotype de résistance à la souche WMV-fr (figure 22). De plus, le 

phénotypage d’une partie des accessions portant l’allèle CmVps4K40R : Humaid 93-4, HSD 2441, 

HSD 2445 et Humaid 93-10 a également montré le même phénotype de résistance au WMV 

(figure 23). Ces résultats sont surprenants car le WMV n’a pas été identifié au Soudan [57–

63]. Il est donc possible que le virus n’ait pas été détecté jusqu’à présent dans cette région. 

Une autre possibilité étant que la résistance au WMV soit du a la résistance a un autre virus 

présent au Soudan tel que le PRSV ou le MWMV, qui appartiennent au même genre Potyvirus 

que le WMV. Cela impliquerait un facteur de sensibilité chez l’hôte commun aux deux virus.  
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Seule l’accession PI 161375, portant l’allèle CmVps4P30S, ne montre pas de résistance au WMV 

(figure 21). Cette substitution ne conférant de résistance ni au WMV ni au ZYMV, il est possible 

que le changement P30S de VPS4 n’apporte pas d’avantage évolutif. Cependant, le niveau de 

conservation observer pour le domaine MIT de la protéine VPS4 permet de considérer 

l’hypothèse qu’un autre avantage évolutif soit à l’origine du maintien de cette substitution. 

L’insertion des allèles codant pour les allèles CmVps4P30R et CmVps4K40R dans un melon 

sensible au WMV par transformation génétique stable et la suppression de l’endogène est 

rendu impossible par la faible efficacité actuelle des techniques de transformation chez le 

melon [76,77]. Pour confirmer le rôle joué par VPS4 dans la résistance au WMV, une collection 

de melon mutagénéïsée à l’EMS a été utilisée [22]. Le crible de cette collection de 6000 

familles M2 a permis d’identifier 13 familles portant une mutation non-synonyme et aucune 

mutation non-sens. Ces mutations sont localisées sur les inter-domaines, le domaine AAA-

ATPase et le domaine C-ter de VPS4 (figure 24). L’absence de mutation non-synonyme sur le 

domaine MIT renforce l’observation d’une pression de sélection forte pour le domaine MIT. 

Par ailleurs, les mutations induites par EMS sont hétérozygotes. L’absence de mutations non-

synonymes détectées sur le domaine MIT ou de mutations non-sens, même à l’état 

hétérozygote semble indiquer que le gène CmVps4 est également essentiel au stade 

gamétophytique [78,79].  

Le phénotypage que nous avons réalisé sur les familles EMS portant une mutation sur le gène 

codant pour la protéine VPS4 ne montrent pas de résistance au ZYMV. Il en est de même pour 

le phénotypage de ces familles pour la résistance au WMV, à l’exception de la famille CmEMS 

P223S (figure 25). Nous avons cependant montré que la résistance n’était pas due à la 

mutation qui conduit au changement P223S, localisé sur le domaine AAA-ATPase de VPS4 

(figure 26). Ainsi, les résultats sur la collection EMS ne nous permettent pas de montrer le rôle 

joué par les mutations sur VPS4 dans la résistance au WMV. De plus, il est possible que seules 

des mutations sur le domaine MIT de VPS4 puissent induire une résistance au ZYMV ou au 

WMV. Une approche par cartographie génétique pourrait permettre d’identifier de nouveaux 

gènes candidats dans la résistance au WMV chez la famille CmEMS P223S [22].  
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Le développement de virus de plantes vecteurs de gènes pour l'expression de protéines est 

un outil complétant la sélection et la transformation transgénique conventionnelles. 

L’expression transitoire par rapport à l'expression des gènes transgéniques par le biais de virus 

sont une réalisation des constructions rapide, l’intégration des gènes dans le génome viral 

étant intégralement in vitro,  et peut être utilisé pour une application dans diverses espèces 

de plantes [80]. Ces caractéristiques sont particulièrement avantageuses lorsque les gènes 

d’intérêt sont essentiels pour la plante, bien que l'instabilité du gène étranger dans le génome 

viral puisse poser certains problèmes de stabilité ou d’infectiosité. Les stratégies qui ont été 

testées pour l'expression de gènes étrangers dans divers vecteurs à base de virus 

comprennent le remplacement de gènes, l'insertion de gènes, la présentation d'épitopes, 

l'utilisation de cassettes d'expression génique contrôlées par des virus et la complémentation 

[80–83]. 

Nous avons utilisé cette approche de complémentation pour restaurer la sensibilité au WMV 

chez l’accession TGR-1551. Les résultats obtenus montrent que la souche WMV-CmVps4Wt est 

capable d’infecter la plante TGR-1551 et de provoquer l’apparition de symptômes sévères 

(figure 27 et 28). L’infection par la souche WMV-CmVps4P30R ne conduit, quant à elle, à aucun 

symptôme et à une très faible accumulation virale. La seule présence de la protéine CmVPS4wt 

dans l’accession TGR-1551 est suffisante pour restaurer la sensibilité. On peut ainsi confirmer 

que la substitution P30R sur la protéine CmVPS4 est responsable de la résistance au WMV.  

La résistance au WMV induite par cette substitution est la première résistance au WMV 

caractérisé chez le melon. Cette résistance récessive est codée par une unique substitution 

sur le gène Vps4. Cependant, les mécanismes impliqués restent inconnus. Le rôle de l’ESCRT 

dans la réplication du WMV, et plus généralement des Potyvirus n’est pas décrit dans la 

littérature. Seule la résistance au ZYMV identifié chez le concombre impliquant un allèle de 

Vps4 montre l’implication de ce gène dans la réplication des Potyvirus [11].  
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Lors de la réplication, la formation de vésicules virales a été observée chez tous les virus à 

ARNsb(+) décrit à ce jour. L’implication de l’ESCRT dans la formation de ces vésicules a été 

montré pour le BMV (Bromovirus) et le TBSV (Tombusvirus) [14,84]. Ces vésicules ont la 

particularité de se former dans le lumen du Réticulum Endoplasmique (ER) et du peroxysome 

pour le BMV et TBSV respectivement [85,86]. Les vésicules virales des Potyvirus ont été 

identifié au niveau des chloroplastes [87]. Ces vésicules sont cependant issues du ER, formé 

par le mécanisme COPII puis détourné par la protéine virale 6K2 en direction des 

chloroplastes. Le mécanisme associé à l’internalisation du génome viral dans les vésicules du 

ER est inconnu. Nous pensons que l’ESCRT joue un rôle dans la formation de vésicules 

contenant le génome viral dans le lumen du ER.  
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CHAPITRE III 

 

IDENTIFICATION DES INTERACTIONS ENTRE LA PROTEINE 6K2 ET LES 

PROTEINE DE L’ESCRT 
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Introduction 

 

La réplication des virus à ARN simple brin positif (ARNsb(+)) est associée à des changements 

structuraux des endomembranes des cellules [1,2]. Ces virus induisent la formation de 

vésicules et des quasi-organites, intégrant les complexes de réplications viraux (VRC). Les 

origines des vésicules et leurs destinations finales sont différentes selon le virus. Au cours de 

la réplication du Brome mosaic virus (BMV, famille des Bromovirus), il a été observé 

l’implication de l’ESCRT dans la formation des vésicules, au niveau du réticulum 

endoplasmique (ER) [3,4]. Cela témoigne du détournement de l’activité initiale de l’ESCRT des 

Multivesicular bodies (MVBs) vers le ER. L’interaction directe entre la protéine ESCRT-III SNF7 

et le BMV a été montré comme essentielle à la réplication du virus [3]. Le rôle de l’ESCRT-I et 

ESCRT-II dans la formation des vésicules virales suggère l’implication d’autres protéines ou co-

facteurs de l’ESCRT. Des protéines SNARE et ESCRT, dont VPS4, jouent également un rôle dans 

la réplication du Tomato bushy stunt virus (TBSV, famille des Tombusvirus) [5,6]. Des vésicules 

virales ont été observées dans le lumen des peroxysomes en maintenant des ouvertures avec 

le cytoplasme. Des vésicules virales issues des peroxysomes semblent également se déplacer 

vers des pre-peroxysomes dérivés du ER [7].  

Chez les Potyvirus, le Turnip Mosaic Virus (TuMV) est le principal modèle utilisé pour décrire 

la formation de vésicules dans les cellules de plantes infectées. Des vésicules virales ont été 

localisées dans le ER, les chloroplastes, les MVBs, la vacuole et l’apoplasme [8–11]. La protéine 

virale 6K2 a été montrée comme responsable de l’externalisation des vésicules virales 

localisées dans le ER par une interaction avec la protéine COPII SEC24a [12]. Ces vésicules sont 

détournées de la voie COPII. Les protéines SNARE VTI11 et SEC22 semblent impliquées dans 

l’adressage au MVBs et à la vacuole [13]. Cependant, les mécanismes associés à 

l’internalisation des vésicules dans le ER et les MVBs ne sont pas connus. L’ESCRT est le seul 

mécanisme décrit associer à la formation de vésicules luminales.  
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L’implication de l’ESCRT dans la réplication des Potyvirus a été mise en évidence uniquement 

pour le ZYMV chez le concombre, une résistance étant associée à des substitutions dans le 

gène codant pour VPS4 [14] et dans la résistance au WMV chez le melon, comme le montrent  

les résultats présentés dans le CHAPITRE II. 

A ce jour, plusieurs dizaines d’interactions ont été démontrées entre les protéines exprimées 

par les Potyvirus et les protéines de l’hôte [15]. Ces tests d’interactions ont été mis en place 

majoritairement par une approche en double hybride dans la levure. Cette technique 

implique, lors de l’interaction entre les deux protéines candidates, le mouvement du 

complexe vers le noyau afin d’induire le gène rapporteur [16].  

Dans le cas où une des protéines candidates est associée à la membrane, le complexe ne peut 

se déplacer vers le noyau et le résultat obtenu peut être un faux négatif. Cela explique 

l’absence d’interaction mise en évidence impliquant des protéines transmembranaires issues 

des mécanismes de déformation des membranes. Pour les protéines virales 

transmembranaires 6K1 et 6K2, on constate également l’absence d’interaction mise en 

évidence par ces approches.  

Cette dernière décennie, l’utilisation d’une approche de crible d’interaction adaptée aux  

protéines membranaires, appelée double hybride dans la levure en split-ubiquitine (SU-Y2H) 

a permis d’identifier des interactions avec les protéines transmembranaires.  Ainsi, il a été 

montré l’interaction de la protéine transmembranaire p33 exprimé par le TBSV avec des 

protéines de l’ESCRT et des protéines SNARE [17,18]. De la même manière, il a été montré 

l’interaction de  la protéine associée à la membrane 2a exprimé par le BMV avec des protéines 

de l’ESCRT [3]. 

Chez le Potyvirus TuMV, cette approche a permis de démontrer l’interaction de 6K2 avec la 

protéine de l’hôte COPII-Sec24a [12]. Afin de mieux comprendre le rôle de l’ESCRT dans la 

réplication et la résistance au WMV chez le melon, dans le CHAPITRE III, nous recherchons des 

interactions entre les protéines virales du WMV et les protéines de l’ESCRT du melon. Pour 

cela, nous avons mis en place une approche en SU-Y2H, en utilisant les protéines virales 

transmembranaires 6K1 et 6K2, comme appâts. En utilisant une seconde approche 

d’interaction, nous avons cherché à confirmer certaines des interactions identifiées.  
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Matériels et Méthodes 

 

Matériel bactérien et traitements 

Les souches de bactéries Escherichia coli DH5α et StellarTM HST08 ont été utilisées pour le 

clonage et le stockage de plasmides. Les bactéries DH5α ont été rendu compétentes en 

suivant le protocole décrit dans Y. Pang et al., 2017 [19]. La transformation des bactéries DH5α 

et HST08® a été réalisée en suivant le protocole de transformation de bactéries thermo-

compétentes fourni par Clontech®. Une culture liquide de LB contenant les bactéries cultivées 

à 37°C pendant 24h a été utilisée pour l’extraction ADN et le stockage. L’extraction d’ADN a 

été réalisée en suivant le protocole du kit d’extraction Quiaprep® fourni par QuiagenTM. Le 

stockage a été réalisé en ajoutant du glycérol 50% à un volume 1:1 (Culture:Glycérol) avant 

congélation à une température de -80°C. Les bactéries Agrobacterium tumefaciens sont 

transformées par électroporation. Le protocole utilisé est adapté de celui proposé par Binns  

et al., (2006) [20]. L’agro-infiltration des tissus de Nicotiana benthamiana via A. tumefaciens 

a été réalisée en utilisant des pré-cultures en phase de croissance. Le milieu des cultures est 

lavé par centrifugation et le culot re-suspendu dans un milieu à 150 µM d’Acetosyringone et 

du MES à 1mM. Des seringues jetables ont été utilisées pour infiltrer dans les feuilles le milieu 

contenant les bactéries comme présenté dans Fernie et al., (2020) [21]. Une souche d’A. 

tumefaciens permettant l’expression transitoire de l’inhibiteur de silencing P19 a été ajoutée 

à chaque agro-infiltration (Voinnet et al., 2003). Les autres plasmides utilisés pour l’agro-

infiltration sont listés dans la table S3. 

 

Transformation des levures 

Des cultures fraiches en milieu liquide YPD sont utilisées pour réaliser la transformation des 

levures. A DO = 0.032, les levures sont centrifugées à 2500 rpm et re-suspendues dans de l’eau 

stérile. Une autre étape de centrifugation et re-suspension dans le tampon TE/LiAc est réalisée 

à 2 reprises. La re-suspension se fait à volume nécessaire pour obtenir une concentration 

d’environ 50.109 cell.mL-1. Pour chaque co-transformation, sont mélangés 100 µL du milieu 

contenant les levures, 10 µL de « DNA carrier » à 10 mg.mL-1, 600 µL de PEG/LiAc et 500 ng de 
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chaque plasmide. Le mix est incubé 30 minutes à 30°C. Le choc thermique est réalisé en 

ajoutant 75 µL de DMSO, puis 15 minutes à 42°C, directement suivi de 1 minute dans la glace. 

Les levures sont ensuite étalées sur milieu sélectif et cultivée à 30°C.  

 

Biologie moléculaire 

Les PCR ont été réalisées en utilisant la polymérase GoTaq ou Herculase et en suivant le 

protocole fourni par Promega. Les extractions sur gel ont été réalisées en utilisant le kit 

d’extraction gel QIAquick® et le protocole fourni par QIAGEN. Les primers utilisés pour 

l’amplification de AtVps4 sont listés dans la table S3. Les constructions réalisées par clonage 

Gateway ont été réalisées avec le plasmide pENTRTM Directional TOPO® et en suivant le 

protocole du fournisseur Invitrogen. Les plasmides d’expression utilisés sont listés dans la 

table S3. 

 

Solutions et milieux 

Le milieu YPD liquide est composé de 1% d’extrait de levure, 2% de BactoTM peptone et 2% de 

D-glucose. Pour obtenir le YPD solide, il a été ajouté 2% de BactoTM agar. Le milieu de sélection 

des levures transformées est composé de « Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids » fourni 

par Sigma Aldrich. Les acides aminés Leucine, Thréonine, Histidine et Acide aspartique sont 

rajoutés en fonction des conditions de sélection nécessaires. Les antibiotiques de sélection 

utilisés pour le clonage sont la kanamycine et l’ampicilline dans les concentrations indiquées 

dans le protocole du fournisseur Sigma-Aldrich. La solution PEG/LiAc est composée à 80% de 

solution mère PEG4000 à 50% et de 10% des solutions mères TE 10X et LiAc 10X. 

 

Microscopie confocal 

Les observations de l'interaction AtVps4 avec 6K2TuMV dans les plantes infectées avec le TuMV-

6K2mcherry et la localisation subcellulaire des fusions AtVps4-RFP et AtVps4-GFP, ont été réalisées 3 

à 4 jours après l'agro-infiltration à l'aide d'un microscope confocal ZeissAxio Imager.Z2 AirscanLMS880, 

objectifs sous 10X et 63X. Le laser argon à 488 nm a été utilisé pour détecter YFP (longueur d'onde 

d'excitation maximale à 514 nm et longueur d'onde d'émission à 530 nm) et la GFP (longueur d'onde  
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d'excitation à 488 nm de longueur d'onde d'émission à 507 nm). Le laser Argon à 514 nm a été utilisé 

pour détecter les RFP (longueur d'onde d'excitation à 555 nm et longueur d'onde d'émission à 584 

nm). Le laser DPSS 561 nm a été utilisé pour détecter la mCherry (longueur d'onde d'excitation à 585 

nm et longueur d'onde d'émission à 611 nm). Le mode Lambda a été utilisé pour contrôler la signature 

spectrale du signal fluorescent dans les images confocales. Les images ont été traitées à l'aide du 

logiciel ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) [22].  
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Résultats 
 

Mise au point de l’approche SU-Y2H et validation des constructions appâts 

Afin de réaliser un crible d’interaction entre les protéines virales et l’ESCRT, nous avons établi 

une liste de constructions adaptées au SU-Y2H. L’ubiquitine est une protéine de 76 acides 

aminés. Elle est présente chez tous les organismes eucaryotes et est utilisée comme outil de 

signalisation par les cellules. L’ubiquitine se fixe sur des résidus d’autres protéines pour 

réguler notamment les voies de dégradation ou de division cellulaire. L’approche en SU-Y2H 

consiste à reformer la protéine ubiquitine divisée en deux segments suite à l’interaction des 

protéines candidates utilisées en tant qu’appât ou en tant que proie. La libération d’un facteur 

de transcription s’en suit permettant la croissance de la levure dans un milieu sélectif. L’appât 

est la construction qui va porter le facteur de transcription en plus de la partie C-terminale de 

la protéine ubiquitine (Cub). Afin que le facteur de transcription ne se déporte pas 

systématiquement dans le noyau induisant un faux positif, la protéine appât doit être 

transmembranaire. Les protéines proies quand a elles vont porter le peptide N-terminal de 

l’ubiquitine (Nub). Le peptide Nub des constructions proies porte la modification I13G afin de 

supprimer l’interaction directe des peptides Nub et Cub [23]. 

Les protéines 6K1 et 6K2 des Potyvirus portent un segment transmembranaire [24,25]. Ces 

deux protéines peuvent théoriquement être utilisées comme appâts. Certaines protéines de 

l’ESCRT sont capables de se lier à des signaux présents sur la membrane. Cependant, aucune 

des protéines de l’ESCRT n’est transmembranaire [26,27]. Les constructions proies portent le 

peptide Nub et peuvent être transmembranaires ou solubles. Nous pouvons ainsi utiliser les 

protéines de l’ESCRT dans les constructions proies. Les gènes codant pour les protéines 6K1 et 

6K2 du WMV ont été transformés dans les constructions appâts pBT3-N, pBT3-SUC et pBT3-

STE (Figure 29). Les plasmides pBT3-N et pBT3-SUC permettent l’expression du peptide Cub et 

du facteur de transcription en position N-terminale et C-terminale respectivement de la 

protéine appât. Le plasmide pBT3-STE permet l’expression du fragment Cub et du facteur de 

transcription en position C-terminale de la protéine appât. De plus, le plasmide ne comprend 

pas de signal d’adressage à la membrane, de manière à être adapté à certaines protéines dont  
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SUC Cub LexA-VP16 CYC1p 

KanR LEU2 C/A 

MCS 

pBT3-SUC 

STE Cub LexA-VP16 CYC1p 

KanR LEU2 C/A 

MCS 

pBT3-STE 

Cub LexA-VP16 CYC1p 

KanR LEU2 C/A 

MCS 

pBT3-N 

A 

B 

C 

Figure 29 : Représentation des constructions appâts adaptées au double hybride dans la levure en split-
ubiquitine (SU-Y2H). 
(A) Plasmide pBT3-N pour l’expression cytosolique de la partie N-terminale de la protéine appât. (B) pBT3-
STE pour l’expression cytosolique de la partie C-terminale de la protéine appât. (C) pBT3-SUC pour 
l’expression cytosolique de la partie C-terminale de la protéine appât avec ajout d’un signal de localisation 
à la membrane clivable. CYC1p : promoteur CYC1 permettant l’expression des protéines appâts dans la 
levure. SUC : Séquence signal d’adressage à la membrane dérivée d’une protéine de la levure. Cub  : 
Peptide C-terminal de l’ubiquitine. Nub : Peptide N-terminal de l’ubiquitine. LexA-VP16 : cassette du 
facteur de transcription composé de la protéine LexA issue d’E. coli et de la protéine trans-activateur VP16 
issue du virus de l’Herpes simplex. C/A : Site d’initiation de la réplication dans la levure. KanR : Cassette 
de résistance à l’antibiotique Kanamycine pour la sélection dans E. coli. LEU2 : Cassette auxotrophique de 
sélection dans la levure. STE : Peptide signal N-terminal de la protéine STE2 issue de S. cerevisiae. MCS : 
Site de clonage multiple. 
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le peptide signal fait également partie intégrante de la structure de la protéine. 

Afin de déterminer si les constructions n’induisent pas de faux négatifs, nous avons réalisé des 

tests d’interaction suite à la co-transformation des constructions appâts pBT3-N-6K1, pBT3-

STE-6K1, pBT3-SUC-6K1, pBT3-N-6K2, pBT3-STE-6K2, pBT3-SUC-6K2 et la construction appât 

contrôle pBT3-N-6K2TuMV  avec la construction proie NubI (figure 30) [12]. La construction NubI 

exprime le peptide Nub avec l’acide aminé isoleucine à la position 36, lui permettant 

d’interagir directement avec le peptide Cub exprimé avec l’appât. Elle permet de contrôler 

l’expression du peptide Cub dans le cytosol de la levure et non dans le milieu extra -cellulaire. 

Nous avons pu observer la croissance des levures dans les trois conditions de stringence pour 

toutes les co-transformations avec la construction proie NubI. La croissance des levures dans 

le milieu de sélection témoigne de la présence du peptide Cub exprimé avec la protéine appât 

6K1 ou 6K2 dans le cytosol pour toutes les constructions.  

Afin de contrôler l’ancrage des protéines 6K1 et 6K2 dans la membrane de la  levure et d’éviter 

les faux positifs, nous avons co-transformé les 6 plasmides appâts avec la construction NubG. 

Exprimé par la construction NubG, le peptide Nub portant la mutation I36G et sans protéine 

proie, ne peut pas interagir directement avec le peptide Cub.  

Les constructions appâts portant pBT3-N-6K1, pBT3-STE-6K1, pBT3-SUC-6K1, pBT3-STE-6K2, 

pBT3-SUC-6K2 co-transformées avec la construction proie NubG montrent une forte 

croissance des levures. Cette croissance témoigne de l’expression des protéines appâts de 

manière soluble et induisant l’activation des gènes rapporteurs malgré l’absence de protéine 

proie (faux positifs).  

Seule la construction pBT3-N-6K2 montre une faible croissance dans les conditions de culture 

2 et 3 avec NubG (plus faible croissance qu’avec NubI). Ces observations associées à la co-

transformation de pBT3-N-6K2 avec NubI et NubG sont similaires à celles observées avec le 

contrôle pBT3-N-6K2TuMV. Pris ensemble, ces résultats montrent que seule la construction 

pBT3-N-6K2 est fonctionnelle pour réaliser un crible d’interaction.  
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Figure 30 : Validation des constructions 
appâts.  
(A) Co-transformation des plasmides proies 
portant le gène codant pour 6K2 du WMV 
avec les constructions proies NubI et NubG. 
(B) Co-transformation des plasmides proies 
portant le gène codant pour 6K1 du WMV 
avec les constructions proies NubI et NubG. 
(C) Co-transformation de la construction 
proie pBT3- N-6K2TuMV portant le gène 
codant pour 6K2 du TuMV avec les 
constructions proies NubI et NubG. 
Dilution : niveau de dilution en cascade par 
palier de 1/10e. NubI : plasmide proie 
exprimant le peptide N-terminal de 
l’ubiquitine. NubG : plasmide proie 
exprimant le peptide N-terminal I13G de 
l’ubiquitine. #1 : condition de culture à 1um 
3-AT. #2 : condition de culture à 5 µm 3-AT. 
#3 : condition de culture à 10 µm 3-AT. 
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Sélection des gènes de l’ESCRT 

Les gènes de l’ESCRT ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana par homologie avec les gènes 

codant pour les protéines de l’ESCRT caractérisés chez les mammifères [28,29]. Afin d’établir 

une liste de gènes candidats issus de l’ESCRT du melon, nous avons recherché les homologues 

des gènes de l’ESCRT d’A. thaliana dans le génome du melon DHL92 (Table 3). Nous avons 

ainsi identifié 13 gènes codant pour une protéine appartenant au complexe ESCRT chez le 

melon : CmVps23, CmVps37, CmVps28, CmVps36, CmVPSps22, CmVps25, CmVps20.2, 

CmSnf7.1, CmSnf7.2, CmVps2.1, CmVps2.2, CmVps2.3, CmVps24 et CmVps4. Chez A. thaliana 

et le melon, les gènes de l’ESCRT sont répartis sur l’ensemble du génome et ne sont pas 

associés à un même locus. Nous avons identifié chez le melon l’absence de certains 

homologues, pouvant être due à une divergence évolutive mais également au séquençage 

incomplet du génome du melon [30,31]. On remarque la présence de deux homologues de la 

protéine SNF7 chez le melon contrairement à A. thaliana dont le génome n’en porte qu’un 

seul. Les gènes CmIst1-L1, CmIst1-L2, CmIst1-L3, CmVps46.1 et CmVps46.2, codent pour des 

régulateurs de l’activité de VPS4 et ont été inclus dans la liste de candidats [32]. Ces co-

facteurs sont essentiels à la fermeture des vésicules médiée par l’activité ATPase de VPS4. 

D’autres co-facteurs tels que VPS60 ou LIP5 n’ont pas été inclus car non-essentiels à la fonction 

de l’ESCRT [33,34].  
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Arabidopsis thaliana Cucumis melo 

Protein name Gene ID Chr. Protein name Gene ID Chr. 

VPS23A AT3G12400 3 CmVPS23 MELO3C011795 10 

VPS23B AT5G13860 5 NH* 

VPS37.1 AT3G53120 3 NH* 

VPS37.2 AT2G36680 2 CmVPS37 MELO3C009407 4 

VPS28.1 AT4G21560 4 CmVPS28 MELO3C007312 8 

VPS28.2 AT4G05000 4 NH* 

VPS36 AT5G04920 5 CmVPS36 MELO3C011385 3 

VPS22 AT4G27040 4 CmVPS22 MELO3C025389 6 

VPS25 AT4G19003 4 CmVPS25 MELO3C013816 6 

VPS20.1 AT5G63880 5 NH* 

VPS20.2 AT5G09260 5 CmVPS20.2 MELO3C008970 8 

SNF7 AT4G29160 1 CmSNF7.1, CmVPS32.1 MELO3C004611 5 

NH* CmSNF7.2, CmVPS32.2 MELO3C015433 2 

VPS2.1 AT2G06530 2 CmVPS2.1 MELO3C015505 2 

VPS2.2 AT5G44560 5 CmVPS2.2 MELO3C007038 8 

VPS2.3 AT1G03950 1 CmVPS2.3 MELO3C012728 1 

VPS24.1 AT5G22950 5 CmVPS24 MELO3C004945 12 

VPS24.2 AT3G45000 3 NH* 

SKD1, VPS4, AtVPS4 AT2G27600 2 CmSKD1, CmVPS4 MELO3C021413 11 

IST1-L1, ISTL1 AT1G34220 1 CmIST1-L1 MELO3C026153 3 

IST1-L2, ISTL2 AT1G25420 1 CmIST1-L2 MELO3C003018 9 

IST1-L3, ISTL3 AT4G35730 4 CmIST1-L3 MELO3C007956 8 

VPS46.1 AT1G17730 1 CmVPS46.1 MELO3C024407 1 

VPS46.2 AT1G73030 1 CmVPS46.2 MELO3C013034 4 

 
Table 3 : Gènes homologues de l’ESCRT chez Arabidopsis thaliana et le melon. 
Gene ID d’Arabidopsis thaliana issus de la base de données TAIR (https://www.arabidopsis.org/). Gene 
ID du melon (Cucumis melo) issus de la base de données CuGenDB (http://cucurbitgenomics.org/). 
Chr. : numéro du chromosome ; NH* : no homologous gene.  
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Les gènes identifiés chez le melon ont été extraits de la séquence du génome de l’accession 

Charentais Monoïque. Les gènes codant pour les protéines de l’ESCRT-I CmVPS37.2, 

CmVPS23.1, CmVPS28, de l’ESCRT-II CmVPS25, CmVPS36, de l’ESCRT CmSNF7.1, CmSNF7.2, 

CmVPS2.1, CmVPS2.2, CmVPS2.3, CmVPS24 et le gène codant pour la protéine VPS4 ont été 

transformés dans la construction proie pPT3-N. Les co-facteurs CmVPS46.1, CmIST1-L2 et 

CmIST1-L3, impliqués dans le recrutement de la protéine CmVPS4 par une interaction directe 

ont également été transformés dans la construction pPT3-N. Les gènes codant pour 

CmVPS23.2, CmVPS22, CmVPS20 et les co-facteurs CmVPS46.2 et IST1-L1 n’ont pas été 

transformés dans le plasmide pPT3-N, suite à des difficultés d’extraction et d’amplification. 

 

Interaction de 6K2 du WMV avec les protéines de l’ESCRT 

Nous avons réalisé un crible d’interaction entre la protéine virale 6K2 du WMV et les protéines 

de l’ESCRT du melon (table 4). La co-transformation du plasmide appât pBT3-N-6K2 avec les 

plasmides proies de l’ESCRT a montré une croissance forte des levures pour les protéines 

CmVPS28, CmVPS24, CmVPS2.1, et CmVPS4 du melon. Cette croissance est de même niveau 

que celle observée lors de la co-transformation contrôle de la protéine 6K2 avec la protéine 

HVA22 (contrôle interne). 

Les tests d’interactions présentant une croissance faible ne sont pas significatifs et ne 

permettent pas de considérer une interaction. Ainsi, les protéines codées par les gènes 

candidats CmVPS46.1, CmVPS37, CmVPS25, CmVPS36, CmSNF7.1, CmSNF7.2, CmVPS2.2, 

CmVPS2.3, CmIST1-L2 et CmIST1-L3 ne semblent pas interagir avec la protéine virale 6K2 du 

WMV. 

Les protéines homologues CmVPS2.2 et CmVPS2.3 n’interagissent pas avec la protéine 6K2 

contrairement à l’homologue CmVPS2.1. Les protéines codées par les trois gènes CmVPS2 

différent fortement et présentent jusqu’à seulement 41.7% d’identité et 61.9% de similarité 

entre elles (table S7). Ces résultats préliminaires montrent une interaction potentielle de la 

6K2 du WMV avec une protéine de l’ESCRT-I, intervenant au niveau de l’assemblage de l’ESCRT 

: CmVPS28. Ils montrent également une interaction potentielle avec des éléments tardifs de 

la formation de vésicules internes que sont les protéines de l’ESCRT-III : CmVPS24 et CmVPS2.1 

et du complexe VPS4 : CmVPS4 [26,35]. 
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 Prey protein ESCRT complex 6K2WMV 

interaction 

HVA22 - +++ 

CmVPS23 I - 

CmVPS37 + 

CmVPS28 +++ 

CmVPS25 II + 

CmVPS36 + 

CmSNF7.1 III - 

CmSNF7.2 - 

CmVPS2.1 +++ 

CmVPS2.2 + 

CmVPS2.3 + 

CmVPS24 +++ 

CmVPS4 Vps4 complex +++ 

CmIST1-L2 ESCRT co-factors + 

CmIST1-L3 - 

CmVPS46.1 + 

Table 4 : Crible d’interactions entre la protéine 6K2 du WMV et les protéines de l’ESCRT du melon. 
Liste des protéines proies co-transformées avec le plasmide appât pBT3-N-6K2. La croissance des 
levures est représentée sur une échelle à 3 niveaux : (-) absence de croissance ; (+) croissance 
faible ; (+++) croissance forte. L’échelle a été établie en comparaison du contrôle de la co-
transformation de 6K2 du WMV avec la protéine HVA22.  
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Validation de l’interaction entre les protéines CmVPS4 et 6K2 du WMV 

Afin de confirmer ces interactions, il est nécessaire de les observer à l’aide d’une seconde 

approche. Pour cela, nous avons réalisé une approche en BiFC sur le système orthologue 

AtVPS4 et 6K2TuMV. L’approche en BiFC permet de mettre en évidence in planta l’interaction 

de deux protéines fusionnées respectivement avec le peptide N-terminal de la protéine 

fluorescente YFP (nY) ou avec le peptide C-terminal de la YFP (cY). 

Pour s’assurer de l’absence de signal faux positif dans le système, la construction cY -AtVPS4 a 

été co-exprimée avec la construction nY-AtDIR (contrôle interne), dont la protéine s’exprime 

dans le milieu extra-cellulaire, ne permettant pas l’interaction avec VPS4 (figure 31). La faible 

fluorescence observée à 520nm montre le niveau de signal faux positif. L’analyse du spectre 

d’émission révèle de nombreux signaux non spécifiques témoignant qu’il s’agit d’artefacts.  

La co-expression des constructions nY-6K2TuMV et cY-AtVPS4 révèle la présence d’un signal YFP 

dans la cellule de plante (Figure 32). Indiqué par les flèches, le signal semble être localisé à 

proximité des chloroplastes en agglomérat de 0.5 à 1um. Une analyse de spectre sur chaque 

agglomérat a permis de confirmer l’émission de fluorescence à 530nm, correspondant à 

l’interaction de la n-YFP et c-YFP. Ces résultats pris ensemble montrent l’interaction des 

protéines AtVPS4 et 6K2 du TuMV dans la plante. 
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Figure 31 : Contrôle négatif du système BiFC. 
La protéine AtDIR fusionnée au peptide N-terminal de la YFP (nY-AtDIR) a été utilisée comme contrôle négatif pour 
l’interaction avec la protéine AtVPS4 fusionnée au peptide C-terminal de la YFP. L'imagerie confocale a été réalisée 72 h 
après l'agro-infiltration de Nicotiana benthamiana (hpi). Les pointes de flèche indiquent les agrégats sélectionnés dans le 
panneau B pour effectuer l'analyse spectrale du panel S1. (A) «Trans» : image obtenue en lumière directe  ; (B) 
reconstitution de la fluorescence YFP ; (C) «Chloroplaste» : fluorescence émise par la chlorophylle ; (D) « Merged » : 
superposition d'images acquises dans les panneaux B et C. Barres d'échelle de taille : 100 μm. 

Trans cY-AtVPS4/nY-AtDIR Chloropast Merged 

Trans cY-AtVPS4/nY-AtDIR Chloropast Merged 

Figure 32 : Evaluation du niveau d’émission de la protéine YFP.  
L'imagerie confocale a été réalisée 72 h après l'agro-infiltration de Nicotiana benthamiana (hpi). Les protéines 6K2TuMV et 
AtVPS4 ont été fusionnées aux fragments N-terminal (nY-6K2) et C-terminal (cY-AtVPS4) de la protéine fluorescente YFP 
respectivement. (A) «Trans» : image obtenue en lumière directe ; (B) reconstitution d'un signal de fluorescence YFP ; (C) 
«Chloroplaste»: fluorescence émise par la chlorophylle D) « Merged » : superposition d'images acq uises dans les panels B 
et C. Les flèches indiquent les agrégats d’émission de la YFP observés et associés aux chloroplastes. Les pointes de flèche 
indiquent quels points ont été choisis dans les panneaux B et F pour effectuer l'analyse spectrale montrée e n S1 et S2. Les 
pics à 530 nm sont typiques du signal d'émission maximum YFP confirmant que le YFP observé en B et F est un signal réel 
en raison de l'interaction entre AtVPS4 et TuMV-6K2. Barre d'échelle de taille : 10 μm. 



175 
 

La protéine 6K2-mCherryFP permet de localiser les VRC du TuMV lors de l’infection d’une 

cellule de plante [36,37]. Afin de déterminer la localisation de l’interaction AtVPS4 et 

6K2TuMV, l’approche BiFC a été réalisée sur des cellules infectées par le TuMV dont la 

protéine 6K2 est fusionnée à la protéine fluorescente mCherryFP (figure 33). Le signal de la 

YFP reconstitué par l’interaction 6K2/VPS4 co-localise avec la 6K2-mCherryFP indiquée par les 

flèches jaunes.  

La co-expression dans une plante non-infectée des protéines cY-AtVPS4, nY-6K2 et la protéine 

fluorescente RFP, permet de contrôler l’absence d’interaction entre les différentes protéines 

fluorescentes dans la cellule. Nous observons à nouveau l’émission de fluorescence de la YFP 

suite à l’interaction de VPS4/6K2 de manière localisée. La protéine RFP montre une expression 

dans le cytosol et le noyau comme attendu. On constate ainsi l’absence d’interaction entre les 

deux protéines fluorescentes. Ces résultats pris ensemble révèlent l’interaction 6K2/VPS4 au 

niveau des VRC du TuMV. 
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Trans cY-AtVPS4/nY-AtDIR Chloropast Merged 6K2
TuMV

-mCherry 

Figure 33 : Localisation de l’interaction VPS4/6K2 dans la cellule de plante.  
Les protéines cY-AtVPS4 et nY-6K2TuMV ont été co-exprimées en utilisant l'agro-infiltration dans une plante 
infectée par la construction virale TuMV-6K2mcherry. L'imagerie confocale a été réalisée 72 h après inoculation 
(hpi). (A) « Trans » : image obtenue en lumière directe. (B) fluorescence YFP. (C) « Chloroplaste » : fluorescence 
émise par la chlorophylle. (D) fluorescence mcherryFP émise par la protéine de fusion 6K2-mcherry exprimée 
lors de l’infection du TuMV-6K2mcherry. (E) « Merged » : superposition d'images acquises dans les panneaux 
B, C et D. Les flèches dans les panels D et E indiquent les VRC (complexes de réplication virale). Les pointes de 
flèches en B indiquent les agglomérats choisis pour l'analyse spectrale montrée dans le panel S. Barre d’échelle 
de taille : 10 μm. 
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Discussion 
 

 
Les Potyvirus utilisent les membranes de différents compartiments cellulaires pour se 

répliquer en formant des pseudo-organites et des vésicules dans la plante [10,38–40]. Il a été 

observé des vésicules virales du TuMV à l’intérieur du ER et des MVBs [9,12,41]. Des 

interactions directes ont été mises en évidence entre les protéines de l’ESCRT et les particules 

virales du BMV (Bromovirus) et du TBSV (Tombusvirus) [3,5,18]. Cependant, le rôle des 

protéines de l’ESCRT n’a encore jamais été montré dans l’interaction avec les Potyvirus.  

Dans cette étude réalisée en collaboration avec INRAE-Bordeaux, nous avons réalisé un crible 

d’interactions entre la protéine virale 6K2 du WMV et les protéines de l’ESCRT du melon. Nous 

avons mis en évidence les interactions entre la protéine 6K2 et les protéines CmVPS28, 

CmVPS24, CmVPS2.1 et CmVPS4 (figure 30).    

La protéine VPS28 appartient au sous complexe de l’ESCRT-I. Cette protéine est un des 

premiers éléments recrutés dans les MVBs pour initier la formation de vésicules internes [26]. 

Chez les plantes, VPS28 n’est pas connue comme impliquée dans la réplication des virus. Au 

contraire, dans les modèles animaux, VPS28 est impliquée dans la réplication et l’infection de 

virus, tels que le virus de la grippe, l’hépatite B et le HIV  [42–45]. 

Les protéines VPS2 et VPS24 appartiennent au sous-complexe ESCRT-III. Ces protéines sont les 

derniers éléments recrutés du sous-complexe avant le recrutement du complexe VPS4 et de 

la scission de la vésicule avec la membrane du MVB [26]. La délétion de VPS2 ou VPS24 chez 

la levure affecte la réplication du BMV [3]. La délétion de VPS24 affecte également la 

réplication du TBSV chez la levure [5]. Chez la plante, VPS2 et VPS24 sont essentielles à la 

cellule [46,47]. A notre connaissance, c’est la première fois que l’on met en évidence une 

interaction potentielle entre les protéines VPS2 et VPS24 et une protéine virale chez les 

plantes. Trois homologues de la protéine VPS2 sont présents dans le génome d’A. thaliana. 

Nous avons identifié ces 3 homologues dans le génome du melon. Cependant, nous avons 

observé que seul un des homologues, le gène codant pour CmVPS2.1 semble interagir avec la 

protéine 6k2 du WMV. L’absence d’interaction avec les deux autres homologues peut 

s’expliquer par les variations entre la séquence protéique codée par les gènes CmVPS2.2 et 

CmVPS2.3 avec celle codée par CmVPS2.1 (table S7).  

 



178 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



179 
 

La protéine VPS4 est le dernier composant du complexe ESCRT. Cette protéine désassemble 

le complexe ESCRT permettant la fermeture et la libération de la vésicule dans le MVB [26,29]. 

Le recrutement de la protéine VPS4 dans la réplication de virus animaux a été mis en évidence 

à plusieurs reprises chez les virus HIV et HPV [48,49]. Chez les plantes, la protéine VPS4 est 

impliquée dans la réplication du TBSV par le biais d’une interaction directe avec la protéine 

virale p33 [5]. Des changements en acides aminés dans la protéine VPS4 sont également 

impliqués dans la résistance au ZYMV chez le concombre [14]. De plus, la délétion de VPS4 

chez la levure impacte la réplication du BMV [3]. L’interaction de VPS4 avec la protéine 6K2 

du WMV renforce l’idée de son rôle dans l’interaction plante-Potyvirus. 

Les protéines de l’ESCRT sont recrutées en cascade au niveau du MVB suite à la reconnaissance 

de signaux protéiques [50]. Tous ces composants sont essentiels pour la formation des 

vésicules internes. Chez les Potyvirus, des vésicules virales contenant les VRC ont été 

observées dans la lumière du ER et des MVBs [8,9].  

L’interaction de la protéine 6K2 du WMV avec la protéine de l’ESCRT-I : CmVPS28 peut être 

impliquée dans la formation des vésicules virales en recrutant les autres protéines de l’ESCRT 

en absence de signal cellulaire.  

Certains virus à ARNsb+, tel que le Tymovirus TYMV (Turnip Yellow mosaic virus) maintiennent 

des canaux d’ouverture entre le cytosol et la vésicule virale afin de permettre des échanges 

de protéines ou de molécules [51,52]. Les interactions de la 6K2 du virus avec les protéines 

CmVPS2, CmVPS24 et CmVPS4 interviennent tardivement dans la voie de formation des 

vésicules médiées par l’ESCRT. Il est possible qu’elles soient impliquées dans la régulation de 

la libération des vésicules virales dans la lumière du ER et du MVB [53,54].  

Il faut cependant prendre en considération que les protéines de l’ESCRT sont conservées chez 

les eucaryotes, et donc présentes chez la levure dans laquelle est réalisée l’approche en SU-

Y2H [55]. Les protéines VPS2, VPS24 et VPS4 interagissent directement entre elles, ce qui peut 

induire une interaction indirecte avec la protéine appât 6K2. Cette problématique a été 

observée chez le TBSV dont la protéine virale transmembranaire p33 interagit avec la protéine 

VPS4, VPS23 et le co-facteur BRO1, générant un important niveau de faux positif dans la 

croissance des levures lors des approches d’interaction [56,57].  
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Pour le cas du crible impliquant la protéine 6K1, la croissance des levures que nous avons 

observée suite à la co-transformation des plasmides appât pBT3-N-6K1, pBT3-STE-6K1 et 

pBT3-SUC-6K1 avec le plasmide proie NubG montre l’auto-activation du facteur de 

transcription, que celui-ci soit localisé en N-terminal ou en C-terminal de la protéine 6K1 du 

WMV. Une autre étude suggère que l’expression ectopique de 6K1 résulte en une localisation 

cytosolique et nucléaire de la protéine de manière soluble [12]. Il semble que nous ayons 

observé ici un résultat semblable, malgré la présence du domaine hydrophobe et d’un peptide 

signal sur le plasmide pBT3-SUC. Bien qu’essentiel à la capacité infectieuse des Potyvirus, le 

rôle de la protéine 6K1 reste à ce jour incompris et aucune interaction avec des facteurs de 

l’hôte n’a été mise en évidence [58].  

Pour déterminer si les protéines VPS28, VPS2, VPS24 et VPS4 jouent un rôle dans la formation 

des vésicules virales des Potyvirus, il serait intéressant d’observer leur formation dans des 

conditions d’inhibition de l’activité de chacune de ces protéines indépendamment. 

L’expression de la protéine 6K2 est suffisante pour induire la formation de vésicules dans la 

cellule de plante [39]. Cette propriété pourrait être utilisée pour déterminer la capacité de 

6K2 à former des vésicules en co-expression d’une protéine dominant-négatif de VPS28, VPS2, 

VPS24 ou VPS4 [18,46,59]. 

Il est cependant nécessaire de confirmer ces interactions par une seconde approche. Pour 

cela, nous avons réalisé un test d’interaction en BiFC dans le système orthologue 6K2TuMV et 

AtVPS4. Cette approche nous a permis d’identifier l’interaction de la protéine 6K2 du TuMV 

avec la protéine AtVPS4 in planta (figure 31 et 32). De plus, nous avons pu localiser 

l’interaction de ces protéines au niveau des vésicules virales et du VRC (figure 33).  

La présence de la protéine VPS4 au niveau des VRC concorde avec la fonction de déformation 

des membranes et renforce l’hypothèse de l’implication de l’ESCRT dans la formation des 

vésicules virales chez les virus à ARNsb+ [5].  Cependant, l’ESCRT n’a été décrit qu’au niveau 

des MVBs [60]. La présence de la protéine VPS4 au niveau des vésicules virales localisées au 

ER et aux chloroplastes impliquerait le détournement de l’ensemble du complexe.  

La confirmation et la localisation des interactions entre les protéines VPS28, VPS2 et VPS24 et 

la protéine virale 6K2 sont les prochaines étapes dans la description du rôle de l’ESCRT dans 

la réplication des Potyvirus. 
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Aperçu  

Les virus de plantes impactent fortement le rendement des cultures [1–4]. S’ajoute à cela 

l’augmentation de la population, estimée à 9 milliards en 2050 par la FAO, les besoins 

sanitaires de réduction des intrants, et le réchauffement climatique augmentant l’incidence 

des épidémies (FAO; www.fao.org) [5–9]. Pour protéger et améliorer le rendement des 

cultures, les variétés portant des résistances génétiques se sont révélées être des outils 

efficaces [10–12]. Les Potyvirus sont considérés comme la plus grande famille de virus 

infectant les plantes [13–15]. Ils appartiennent aux virus du groupe IV dont le génome est sous 

forme d’ARN simple brin positif (ARNsb(+)) [16]. La résistance génétique aux Potyvirus la plus 

couramment utilisée est portée par le gène eIF4e [17–19]. Les melons appartenant à la famille 

des Cucurbitaceae sont particulièrement sensible aux Potyvirus et aucun allèle de résistance 

aux Potyvirus du gène eIF4e n’a été caractérisé chez cette espèce [17,20,21]. Mon projet de 

thèse avait pour objectif d’identifier de nouvelles sources de résistance génétique aux 

Potyvirus chez le melon. 

Amano et al. (2013) ont montré l’implication de substitutions sur le gène codant pour la 

protéine VPS4 du concombre dans la résistance au Potyvirus ZYMV [22]. Dans la cellule, VPS4 

appartient au mécanisme ESCRT, responsable de la formation de vésicules dans les 

compartiments appelé Corps multivésiculaires (MVBs) [23–25]. Il a été montré il y a quelques 

années le rôle des protéines de l’ESCRT dans la réplication du Tombusvirus TBSV et Bromovirus 

BMV, deux virus appartenant au groupe des virus à ARNsb(+) [26–28]. Chez les Potyvirus, les 

mécanismes de transport des vésicules virale du réticulum endoplasmique (ER) vers les 

chloroplastes et vers les MVBs impliquent les protéines COPII SEC24A et SNARE VTI11, 

respectivement [29,30]. Les mécanismes induisant la formation de vésicules virales par les 

Potyvirus dans le lumen du ER restent incompris.  

Dans les travaux que j’ai réalisés, deux aspects en particulier ont été étudiés : (1) Quel rôle 

joue la protéine VPS4 et les autres protéines de l’ESCRT dans la réplication des Potyvirus ? (2) 

Existe-t-il des résistances chez le melon, équivalentes à celle identifiée sur le gène Vps4 du 

concombre pour la résistance au ZYMV ? 
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Dans le CHAPITRE III, j’ai montré l’implication de l’ESCRT dans la réplication des Potyvirus. 

Pour y parvenir, nous avons recherché des interactions entre les protéines de l’ESCRT du 

melon et les protéines virales du WMV. Les approches de doubles hybrides réalisées entre les 

protéines des Potyvirus et les protéines de plantes, présente dans la bibliographie, n’ont pas 

permis d’identifier des protéines de l’ESCRT comme facteur de sensibilité [31–33]. Ceci peut 

s’expliquer par les limitations techniques du système double hybride, connue comme non 

efficace pour la caractérisation des interactions des protéines membranaires. A titre 

d’exemple le système double hybride standard n’a pas permis d’étudier les interactions des 

protéines virales 6K1 et 6K2 dû à leur domaine transmembranaire. Le rôle des protéines 

transmembranaires des Potyvirus dans l’interaction avec de protéines de plantes a été montré 

pour la protéine 6K2 par une approche de double hybride adaptée aux protéines 

membranaires (SU-Y2H) [29,30]. Pour les autres familles de virus, il a été montré que les 

protéines transmembranaire p33 et 2a exprimées par le TBSV et le BMV respectivement, 

interagissent directement avec des protéines de l’ESCRT [26–28]. Ainsi nous avons concentré 

notre crible d’interaction sur les protéines 6K1 et 6K2 pour lesquelles les interactions avec les 

protéines de l’ESCRT n’avaient pas été testées jusqu’à présent. Pour cela, dans un premier 

temps, nous avons cloné dans des plasmides appâts les protéines virales 6K1 et 6K2 du WMV. 

Dans un second temps, nous avons identifiées les gènes codant pour des protéines de l’ESCRT 

chez le melon en utilisant les séquences homologues identifié chez l’organisme modèle 

Arabidopsis thaliana. Les séquences identifiées ont été clonées dans des plasmides proies 

adaptées au SU-Y2H. Les résultats de ce crible ont révélé une interaction forte de la protéine 

6K2 avec les protéines CmVPS28, CmVPS2, CmVPS24 et CmVPS4. Ainsi on distingue une 

interaction avec la protéine du sous-complexe ESCRT-I : VPS28, impliquée dans l’initiation de 

l’ESCRT [34]. On retrouve également les interactions avec les 3 dernières protéines recrutées 

lors de l’assemblage de l’ESCRT : CmVPS2, CmVPS24 et CmVPS4 et la protéine 6K2 du WMV 

[35]. Pour confirmer et localiser ces interactions in planta, une seconde approche utilisant le 

système orthologue AtVPS4 et 6K2TuMV a été réalisée. Elle a permis de localiser l’interaction 

de ces deux protéines au niveau des VRC et des chloroplastes.  
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Dans le CHAPITRE II, j’ai démontré qu’une mutation non-synonyme porté par l’allèle codant 

pour la protéine CmVPS4P30R est responsable de la résistance au Potyvirus WMV chez le melon. 

Pour y parvenir, nous avons séquencé le gène CmVps4 extrait d’une collection de 652 

accessions de melon. Nous avons pu identifier 4 accessions portant l’allèle CmVPS4P30R, dont 

l’accession TGR-1551. Cette accession a été étudiée pour plusieurs résistances à différents 

pathogènes dont la résistance au WMV [36–39]. Par cartographie génétique, il a été démontré 

que la résistance récessive est portée par une large région, qui comprend le gène CmVps4 

[36,40]. La substitution portée par l’allèle CmVPS4P30R identifié dans TGR-1551 et celles 

présentes sur la protéine VPS4 du concombre induisant la résistance au ZYMV sont localisées 

sur le même domaine de la protéine. Bien qu’aucune résistance au ZYMV n’a été identifiée 

chez ces 4 accessions, toutes sont résistantes au WMV. Une première approche de validation 

a été mise en place en utilisant une collection de 6000 familles EMS de melon [41]. Le crible 

de cette collection pour le gène CmVps4 a révélé l’absence de mutations non-synonymes sur 

le domaine MIT et de mutations non-sens. Les familles portant des mutations sur les autres 

domaines de CmVPS4 n’ont montré aucune résistance au WMV et au ZYMV. La seconde 

approche a été réalisée en transformant le génome du WMV avec le gène Vps4wt issu de 

l’accession sensible Charentais Monoïque. Cette approche a permis de restaurer la sensibilité 

au WMV chez l’accession résistante TGR-1551. 

 

L’ESCRT et les vésicules virales 

Lors de l’infection d’une plante par le Potyvirus TuMV, des vésicules contenant les VRCs se 

forment au niveau du réticulum endoplasmique (ER). Ces vésicules sont issues de la formation 

de vésicules externes par le mécanisme COPII grâce au recrutement de la protéine SEC24A par 

la protéine virale 6K2 [29,42]. Hors infection, les vésicules formées par COPII sont destinées à 

fusionner avec l’appareil de Golgi (GA). Au cours de l’infection par le TuMV, ces vésicules sont 

détournées de leur destination pour se diriger vers les chloroplastes [43]. La mutation du motif 

GxxxG sur la protéine 6K2 bloque le détournement des vésicules virales qui vont fusionner 

avec le GA. Dans ces conditions, le virus perd sa capacité infectieuse [30]. Des structures 

appelées inclusions cytoplasmiques (CI) dans les chloroplastes sont observées suite à 

l’infection d’une cellule [44]. Elles semblent être issues de la fusion des vésicules virales 

provenant du ER.  
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Des inconnues demeurent dans la description des évènements conduisant à la formation de 

ces vésicules. Au niveau de la cellule, la formation des vésicules médiée par le mécanisme 

COPII permet le transport des protéines issues du lumen du ER et des protéines 

transmembranaires [45,46]. Cependant, les protéines de l’hôte, les protéines virales et le 

génome du virus qui composent le VRC sont localisés dans le cytosol [47,48]. Pour que ces 

éléments soient présents à l’intérieur d’une vésicule et en mouvement dans le cytosol, un 

évènement conduisant à la présence des VRCs dans le lumen du ER doit se produire. Pour 

définir cet évènement, je propose de compléter l’hypothèse de Jean-François Laliberté et 

Hélène Sanfaçon (2010) [49] avec les résultats obtenus dans cette thèse[49]. Dans le modèle 

proposé, une première vésicule se forme à l’intérieur du ER qui intègre le VRC. Une seconde 

invagination se produit médiée par le mécanisme COPII et recrutée par la protéine virale 6K2. 

Cette seconde vésicule intègre la première vésicule, donnant forme à une vésicule à double 

membrane (DMV) dans le cytosol. La formation de DMV est connue chez les virus d’animaux 

tels que les Coronavirus et les Flaviviridae [50,51]. Chez les virus d’animaux, ces déformations 

membranaires sont généralement associées aux cycles infectieux en permettant le 

mouvement de vésicules dans le cytosol [52,53].  

Chez les virus de plante, peu d’informations sont disponibles sur la structure lipidique des 

vésicules. Cependant, il a été récemment montré chez le TuMV, la présence de DMVs au cours 

de l’infection [54]. La présence de protéines de l’ESCRT au niveau des VRCs des Potyvirus, que 

nous avons montrée par des interactions avec la protéine 6K2, peut s’expliquer par leur 

implication dans la formation de la première vésicule virale au niveau du ER.  

Dans cette hypothèse représentée sur la figure 34, suite à l’infection de la cellule de plante 

par un Potyvirus, l’ESCRT serait recrutée au niveau de l’ER par la protéine 6K2 pour former 

une première vésicule contenant le VRC dans le lumen du ER. Le recrutement de la protéine 

VPS28 peut permettre d’initier le recrutement des autres facteurs de l’ESCRT en absence des 

signaux ubiquitine présents sur les membranes des MVBs, nécessaires au recrutement des 

protéines de l’ESCRT-I [23,24]. Ce détournement de l’ESCRT au niveau du ER a déjà été observé 

lors de l’infection du BMV [26]. 
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Figure 34 : Modèle du mouvement des vésicules induite lors de l’infection d’une cellule de plante 
par le TuMV. 
(a) Suite à l’infection de la cellule par le  TuMV, l’ARN(+) est directement traduit. Les protéines virales 
exprimées vont former le VRC au niveau de la membrane du ER en recrutant les protéines de l’hôte. 
Les protéines de l’ESCRT vont induire la formation d’une vésicule dans le lumen du ER contenant le 
VRC et le génome du virus. (b) La vésicule virale va sortir du ER en formant une seconde vésicule 
entourant la première à l’aide du mécanisme COP II. Cette vésicule à double membrane (DMV) se 
retrouve dans le cytoplasme. (c) Une première voie de détournement en direction des chloroplastes 
implique la protéine SNARE SYP71. Les inclusions cytoplasmiques (CI) sont observées suite à l’infection 
du TuMV. (d) Une seconde voie de détournement en direction des MVBs implique la protéine SNARE 
VTI11. (e) Les DMV vont fusionner avec la membrane des MVBs, libérant dans le lumen de ce 
compartiment une vésicule virale à simple membrane. (f) Les vésicules virales vont être libérées dans 
l’apoplasme de la cellule suite à la fusion du MVB avec la membrane plasmique. (g) Enfin, la vésicule 
contenant le VRC et le génome du TuMV vont pouvoir traverser les plasmodesmes pour infecter les 
cellules adjacentes. ER: Réticulum endoplasmique. GA: Appareil de Golgi. MVB: Corps multivésiculaire. 
CI: Inclusion cytoplasmique. PM : Membrane plasmique. CW: Paroi cellulaire. ESCRT: Endosomal 
sorting complex required for transport. COP I/II: Coater protein complex I/II.  
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Lors de la réplication du TBSV, une invagination se forme au niveau des peroxysomes en 

maintenant une ouverture entre le cytosol et la vésicule [55]. La protéine VPS4 est le dernier 

élément impliqué dans la fermeture des vésicules luminales. Il est possible que l’interaction 

de la protéine p33 du TBSV avec VPS4 inhibe cette dernière étape pour maintenir cette 

ouverture. Chez les Potyvirus, il a été montré que les vésicules contenant les VRCs sont 

spécifiquement structurées avec un seul génome viral avant initiation de la réplication [56]. 

Ainsi, il est également possible que l’interaction de 6K2 avec les protéines VPS2, VPS24 et VPS4 

joue un rôle dans la régulation des vésicules virales au niveau du ER en maintenant une 

ouverture avec le cytosol jusqu’à l’intégration de toutes les protéines composant le VRC et 

l’ARNsb(+) viral.  

Ensuite, le mécanisme COPII, recruté également par la protéine 6K2, induit la formation de la 

DMV [49,52]. Enfin cette vésicule est détournée de la voie COPII pour se diriger vers les 

chloroplastes avec lesquels les vésicules vont fusionner à l’aide de l’interaction indirect de la 

protéine SNARE SYP71 et 6K2 [43]. 

Une autre voie a été décrite impliquant un détournement de la voie COPII par le recrutement 

de la protéine SNARE VTI11 et adressant ces vésicules aux MVBs [30]. Les vésicules virales 

identifiées dans les MVBs sont ensuite observées dans l’apoplasme [57,58]. 

Indépendamment, il a été observé le mouvement de cellule à cellule des vésicules virales 

formées par le mécanisme COPII recruté par la protéine 6K2 du TuMV [59]. Il a été proposé 

que ces vésicules aient pour destination les cellules adjacentes afin d’initier un nouveau cycle 

d’infection sans passer par l’étape d’encapsidation du génome viral.  

Dans le modèle de vésicules à doubles membranes, la fusion avec le MVB permettrait de 

libérer une vésicule à simple membrane dans le lumen du MVB, état nécessaire pour libérer 

dans une cellule voisine les ARNs issus de la réplication dans les vésicules. La fusion avec la 

membrane des MVBs ne nécessiterait pas l’implication de l’ESCRT. Il est possible que les 

interactions observées entre les protéines 6K2 et les protéines VPS2, VPS24 et VPS4 soient 

impliquées dans l’inhibition de l’ESCRT au niveau des MVBs afin d’inhiber la voie de 

dégradation des protéines à destination des vacuoles et favoriser la fusion des MVBs à la 

membrane plasmique [60]. 
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L’ESCRT dans la résistance aux Potyvirus 

Jusqu’à présent, l’ESCRT était décrit dans la résistance aux virus uniquement au travers de la 

résistance au ZYMV induite par une double substitution sur la protéine VPS4 chez le 

concombre [22]. Les résultats que nous avons obtenus montrent qu’une substitution sur le 

même domaine de la protéine VPS4 chez le melon TGR-1551 induit une résistance à la souche 

WMV-fr du WMV. De plus, cette résistance de TGR-1551 a été observée efficace vis-à-vis de 

21 autres souches de WMV d’origines espagnoles [61]. Nous avons pu observer que la 

résistance au WMV chez TGR-1551 et les autres accessions portant cet allèle est quantitative. 

La charge virale du WMV mise en évidence lors des tests ELISA est sous le seuil de détection. 

Cependant, lors des notations, nous avons observé de légers symptômes sur certains tissus, 

témoignant de la présence du virus chez l’hôte.  

Nos observations ne permettent pas de déterminer si la résistance induite par la substitution 

VPS4P30R est due à un retard de l’infection systémique, permettant à la plante de se développer 

en présentant peu de symptômes, ou si la résistance est due à un ralentissement du cycle de 

réplication.  

Les vésicules virales et pseudo-compartiments observés au cours de l’infection d’une plante 

par les virus à ARNsb(+) sont essentielles à la réalisation de leur cycle infectieux. Ces vésicules 

contiennent tous les éléments nécessaires à la réplication du génome en plusieurs dizaines de 

copies [49,62]. De plus, elles permettent de protéger l’étape de réplication de l’ARN des 

mécanismes de RNA silencing de la plante [63,64]. Chez le melon TGR-1551, l’augmentation 

de l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la réponse immunitaire est observée suite 

à l’infection avec le WMV [65]. Il est possible que le changement d’acide aminé observé sur la 

protéine VPS4 de TGR-1551 affecte partiellement la capacité du virus à former ces vésicules. 

Cela aboutirait à une plus grande exposition de l’ARN viral aux défenses immunitaires de la 

plante.  

Nous avons vu précédemment que le recrutement des protéines VPS2, VPS24 et VPS4 peut 

jouer un rôle dans la régulation des MVBs et favoriser leur adressage à la membrane 

plasmique pour libérer les vésicules virales dans l’apoplasme [57]. La substitution P30R sur la 

protéine VPS4 peut ainsi affecter cette régulation des MVBs et ralentir l’infection de cellule à 

cellule.  
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Perspectives 

Pour mieux comprendre le rôle de l’ESCRT dans la réplication des Potyvirus, il sera nécessaire 

de confirmer les interactions de la protéine 6K2 du WMV et des protéines de 

l’ESCRT CmVPS28, CmVPS2 et CmVPS24 dans le système orthologue Arabidopsis thaliana-

TuMV. D’autres approches tel que la co-immunoprécipitation (CoIP), peuvent être mise en 

place pour valider ces interactions [66,67]. Cependant, l’approche de BiFC mise en place dans 

ce projet permet de coupler la validation de l’interaction avec la localisation cellulaire. Cette 

approche peut être étendue en marquant la membrane du réticulum endoplasmique, 

permettant de mettre en évidence s’il y a colocalisation des protéines de l ’ESCRT avec cet 

organite [68]. Les mécanismes de formation des vésicules virales du TuMV localisées dans les 

MVBs ne sont pas connus. Déterminer si ces vésicules sont issues de la fusion de DMV ou 

d’invagination permettrait de comprendre le rôle joué par l’ESCRT au niveau des MVB lors 

d’une infection par un Potyvirus. Pour y parvenir, je propose d’identifier l’origine de la 

membrane de la vésicule virale dans le lumen du MVB. Pour cela, il est possible d’utiliser des 

marqueurs fluorescents et d’observer les vésicules par microscopie confocale [69].  

Jusqu’à présent, les fonctions de la protéine 6K1 ne sont pas connues, bien qu’elle soit 

essentielle à l’infectivité des Potyvirus [70]. 6K1 est cependant observée au niveau des 

vésicules virales et peut interagir avec la protéine 6K2 [71]. La protéine 6K1, portant un 

domaine hydrophobe comme 6K2 pourrait être impliquée dans le recrutement d’autres 

protéines associées au trafic membranaire. Les constructions utilisées lors de cette étude 

n’ont pas permis de mettre en place de crible d’interaction avec la protéine 6K1. D’autres 

constructions sont disponibles permettant un ancrage de protéines dans la membrane plus 

efficace et pourraient être utilisées afin de réaliser un crible d’interaction avec la protéine 6K1 

[72,73]. 
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La compréhension des mécanismes associés à la réplication virale chez les plantes permet de 

rechercher des allèles bloquants partiellement ou totalement la capacité des virus à utiliser 

les protéines de leurs hôtes. Les résultats que nous avons obtenus qui montrent l’interaction 

des protéines CmVPS28, CmVPS2, CmVPS24 et CmVPS4 avec la protéine 6K2 du WMV, 

s’inscrivent dans cet objectif.  

Dans le cas de la protéine VPS4, nous avons démontré que la résistance au WMV est apportée 

chez le melon par l’allèle Vps4P30R. Un autre allèle de VPS4 chez le concombre avez déjà été 

identifié pour apporter une résistance au ZYMV [22]. Les substitutions sur ces deux allèles sont 

situées sur le même domaine protéique et sur la même structure secondaire. Or nous avons 

pu voir que l’allèle Vps4P30R n’apporte pas de résistance au ZYMV. Cela soulève deux 

questions : (1) L’allèle de résistance au ZYMV chez le concombre est-il transposable chez le 

melon ? et inversement ; (2) Est-il possible de superposer les deux résistances dans un même 

allèle ? Pour répondre à ces deux questions, la transformation génétique est actuellement 

l’approche la plus efficace. Il sera nécessaire de mettre en place une double transformation 

pour apporter le transgène et éliminer l’endogène. Il est également possible de se limiter à 

une étape de transformation génétique par mutagénèse dirigée CRISPR-nCas9 ou CRISPR-X, 

permettant d’induire des mutations ponctuelles [74–76].  

Nous avons également montré l’interaction de la protéine VPS4 d’A. thaliana avec la protéine 

6K2 du TuMV. En plus de valider l'interaction VPS4/6K2, cette approche met en évidence un 

troisième Potyvirus impliquant VPS4 dans son cycle de réplication. On retrouve également 

l’implication de la protéine VPS4 dans la réplication du Tombusvirus TBSV [28]. Ainsi le spectre 

de résistance pouvant être apporté par VPS4 peut s’étendre sur deux familles de virus du 

groupe des virus à ARNsb(+). Afin d’étudier si le spectre de résistance impliquant VPS4, et plus 

largement l’ESCRT s’étend à l’ensemble des virus à ARNsb(+), il est possible d’utiliser un allèle 

dominant-négatif de Vps4 exprimé de manière transitoire comme inhibiteur de l’ESCRT et 

d’observer la capacité d’un virus à se répliquer. Cette approche a été utilisée pour mettre en 

évidence le rôle de l’ESCRT lors de l’infection du TBSV [77,78]. 
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Dans le cas des protéines CmVPS28, CmVPS2 et CmVPS24, une première approche 

d’interaction a montré leur recrutement par la protéine 6K2 du WMV. A l’instar des approches 

mises en place pour caractériser l’allèle CmVps4 de résistance au WMV, il serait intéressant 

de rechercher des allèles des gènes codant pour CmVPS28, CmVPS2 et CmVPS24 au sein de la 

diversité naturelle et induite du melon. Il serait rapidement possible de phénotyper ces 

accessions pour la résistance au WMV. De plus, si l’approche de BiFC dans le système 

orthologue A. thaliana/TuMV met en évidence les mêmes interactions, il sera possible 

d’étudier ces résistances vis-à-vis de plusieurs virus et sur plusieurs espèces de plantes. 

Les approches d’interactions protéiques sont essentielles à la compréhension des mécanismes 

de réplication des virus dans leurs hôtes. Au regard de l’interaction VPS4/6K2 mise en 

évidence dans ces travaux et de la résistance au WMV apporté par la substitution P30R sur la 

protéine VPS4 chez le melon, il serait intéressant d’identifier si la résistance est due à la perte 

d’interaction entre les deux protéines. Pour cela, il est possible de réutiliser les approches de 

SU-Y2H et BiFC en utilisant l’allèle CmVPS4P30R. Il est également possible de générer la 

substitution par mutagénèse chez Arabidopsis thaliana.  

Le développement de nouvelles variétés résistantes nécessite de longues étapes de 

caractérisation de gènes limitant la capacité des virus à se répliquer dans leurs hôtes. Le cycle 

de reproduction des plantes étant le premier facteur limitant dans le temps de 

développement.  

La recherche de résistance par l’identification de perte d’interaction entre les protéines virales 

et les protéines de l’hôte peut s’avérer être un outil efficace dans la recherche d’allèle de 

résistance. Par exemple, il aurait été possible de cribler l’ensemble des familles EMS de melon 

portant une mutation non-synonyme sur le gène Vps4. Cela aurait permis de supprimer les 

étapes de multiplication pour les allèles dont la mutation ne permet pas la perte d’interaction 

avec la protéine 6K2. Cette approche peut être généralisée à toutes les plantes et tous les 

virus, entre un gène de sensibilité et une protéine virale. Elle est également moins 

contraignante que la complémentation de sensibilité, impliquant la transformation du virus.  
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Primer Ref. Primer sequence Length 
 

Z5532F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGTATAGCAATTTCAAGGAGCAAGCT 48 5'-vps4cm_SfiI-BT3-N 

Z5532R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCAACCTTCCTCCCCAAACTC 42 3'-vps4cm_SfiI-BT3-N 

Z5592F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGAGTTTTCTCTTCGGCAAGCG 44 5'-vps2.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5592R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTACATTCTCCTTAAATTGTCTAGCCTGG 50 3'-vps2.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5593F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGAGCTTCCTCTTTGGCAGC 42 5'-vps2.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5593R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCCTACATCTTTCTCAAGTTATCAAGTCTAGCC 52 3’-vps2.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5594F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGAATATCTTCTCGAAGAAACCCACA 48 5'-vps2.3cm_SfiI-BT3-N 

Z5594R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCAAGGATTTCGAAGAGCAGCC 43 3’-vps2.3cm_SfiI-BT3-N 

Z5595F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGTTTAACAGGCTTTTTGGTAAACCT 48 5'-vps32.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5595R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTAGAGTGCCATCTCAGCTTGC 43 3'-vps32.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5596F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGTCCATGCTCAATAAGCTTTTTGG 47 5'-vps32.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5596R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCAGAGTGCCATCTCAGCCTG 42 3'-vps32.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5597F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGAGAAAATGATGAACATCTTGAAGCC 50 5'-vps24.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5597R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTATGATCTAACTTTTGCAAGACGAGCCC 50 3'-vps24.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5598F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGGGAATTTATTCGTCAAGAAGCC 47 5'-vps20.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5598R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTAAATGACTAACCGGACAACCC 44 3'-vps20.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5599F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGCCGACCGCTTCCCGCC 41 5'-vps36cm_SfiI-BT3-N 

Z5599R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTATTTCCGCCTATTACCAATAGTGGCC 49 3'-vps36cm_SfiI-BT3-N 

Z5600F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGAGGCGGAGACCTGGC 39 5'-vps25cm_SfiI-BT3-N 

Z5600R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTAGGCATCAGTTGTGAGAGAAGATGAG 49 3'-vps25cm_SfiI-BT3-N 

Z5601F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGAGGCGGAGACCTGGC 39 5'-vps22cm_SfiI-BT3-N 

Z5601R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTAGGCATCAGTTGTGAGAGAAGATG 47 3'-vps22cm_SfiI-BT3-N 

Z5602F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGGTAACACGGAGAAATTGTTG 45 5'-vps37.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5602R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTACCCTCTCGCCTTAAGCTC 42 3'-vps37.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5603F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGTTCAAGTTTTGGGGATCTCAGG 46 5'-vps37.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5603R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTACCTTTTGTCTTTCAATGCAGAAATAATGCC 54 3'-vps37.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5604F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGAGGTCAAGCTTTGGAACG 43 5'-vps28.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5604R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCAAGTACCAGCAGTAGGCAAAGC 45 3'-vps28.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5605F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGGTAACACGGAGAAATTGTTG 45 5'-vps23.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5605R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTACCCTCTCGCCTTAAGCTC 42 3'-vps23.1cm_SfiI-BT3-N 

Z5606F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGTACCGTCGCCGTCC 39 5'-vps23.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5606R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCAGCCATTAGAATACTGAGAAATCCG 48 3'-vps23.2cm_SfiI-BT3-N 

Z5607F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGCTCGCCATCTTCGAGAA 41 5'-BRO1cm_SfiI-BT3-N 

Z5607R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTTAGACTCTAAAGGATATATGTTGAGAAAC 51 3'-BRO1cm_SfiI-BT3-N 

Z5625F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGAGTGCCGCTACGGAAG 40 5'-IST1-L3cm_SfiI-BT3-N 

Z5625R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCAGGTTTTCCTGTACTTGAGAGC 45 3'-IST1-L3cm_SfiI-BT3-N 

Z5626F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGTCACTCCTCAATCAACTC 42 5'-IST1-L2cm_SfiI-BT3-N 

Z5626R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCAGCACTCCGAAGTTTGTCC 42 3'-IST1-L2cm_SfiI-BT3-N 

 
Table S1 : Liste des primers partie 1 
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Primer Ref. Primer sequence Length 
 

Z5534F ATTAACAAGGCCATTACGGCCAGCAAACATGAGGTCAGCAAG 42 5'_6k2_pBT3-N 

Z5534R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCATTGAGTTGTGACTGGCTCACG 45 3'_6k2_pBT3-N+TCA (stop) 

Z5630F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGAGCAAACATGAGGTCAGCAAG 45 5'_6k2_pBT3-SUC 

Z5630R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCCCTTGAGTTGTGACTGGCTCACG 44 3'_6k2_pBT3-SUC 

Z5631F ATTAACAAGGCCATTACGGCCAGCAAACATGAGGTCAGCAAG 42 5'_6k2_pBT3-STE 

Z5631R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCCCTTGAGTTGTGACTGGCTCACG 44 3'_6k2_pBT3-STE 

Z5533F ATTAACAAGGCCATTACGGCCGCTAAAACAGCCACGCAACTG 42 5'_6k1_pBT3-N 

Z5533R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCACTGCACTTTAACTTCCTCACCCA 47 3'_6k1_pBT3-N+tca(stop) 

Z5608F ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGCTAAAACAGCCACGCAACTG 45 5'_6k1_pBT3-SUC 

Z5629R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCCCCTGCACTTTAACTTCCTCACCCA 46 3'_6k1_pBT3-SUC 

Z5609F ATTAACAAGGCCATTACGGCCGCTAAAACAGCCACGCAACTG 42 5'_6k1_pBT3-STE 

Z5609R AACTGATTGGCCGAGGCGGCCCCCTGCACTTTAACTTCCTCACCCA 46 3'_6k1_pBT3-STE 

Z5499F GGAGATATTCAACACTATTCCCACATCATGTATAGCAATTTCAAGGAGCAAGC 53 
VPS4_CM 5'ATG + WMV LL1A-NotI 
recombination site 5' 

Z5537R GTGTCCGGACTGCAGGGACACTGATTCACCTTCCTCCCCAAACTC 45 
VPS4_CM 3' + noSTOP + WMV LL1A-NotI 
recombination site 3' 

Z5500F GTGGTGCGAGGTAGAAAGAATGG 23 5'pWMV-VPS4_cm for sequencing 

Z5500R GAGCATCAATTCGTGGTTGCATC 23 3'pWMV-VPS4_cm for sequencing 

Z5538F ATGTATAGCAATTTCAAGGAGCAAGC 26 5’-CmVps4_CDS 

Z5538R TCAACCTTCCTCCCCAAACTC 21 3’-CmVps4_CDS 

 CACCATGGCTGCGGTTCCGCCTG 23 5’-AtVps4_CDS 

 ACCTTCTTCTCCAAACTCCTG 19 3’-AtVps4_CDS 

 
Table S2 : Liste des primers partie 2 
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Plasmid Selection 
gene 

Origin 

pBT3-N kanR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

pBT3-SUC kanR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

pBT3-STE kanR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

pBT3-N-6K1 kanR Laboratory construct 

pBT3-SUC-6k1 kanR Laboratory construct 

pBT3-STE-6k1 kanR Laboratory construct 

pBT3-N-6K2 kanR Laboratory construct 

pBT3-SUC-6k2 kanR Laboratory construct 

pBT3-STE-6k2 kanR Laboratory construct 

pPR3-N ampR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

pPR3-N-Vps4 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps2.1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps2.2 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps2.3 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps32.1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps32.2 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps24.1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps20.1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps36 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps25 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps22 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps37.1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps37.2 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps28.1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps23.1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-Vps23.2 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-BRO1 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-IST1L3 ampR Laboratory construct 

pPR3-N-IST1L2 ampR Laboratory construct 

pYESTrp3-WMV  ampR INRAE PACA / Pathologie Végétale 

pYESTrp3-WMV-GFP ampR INRAE PACA / Pathologie Végétale 

pYESTrp3-WMV-VPS4Wt ampR Laboratory construct 

pYESTrp3-WMV-VPS4P30R ampR Laboratory construct 

pPsite nEYFP C1 SpecR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

pPsite cEYFP C1 SpecR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

pPsite nEYFP N1 SpecR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

pPsite cEYFP N1 SpecR INRAE Bordeaux / Université de Bordeaux - UMR1332 

 
Table S3 : Liste des plasmides 
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CmVps2,1 CmVps2,2 CmVps2,3 

CmVps2,1 x x x 

CmVps2,2 92,8%/83,9% x x 

CmVps2,3 61,9%/41,7% 62,3%41,7% x 

Table S7 : Table de comparaison des similarités/identités entre les 
protéines VPS2 du melon 
Les niveaux de similarité et d’identité des protéines VPS2 identifié 
dans le génome du melon et présenté dans la table ont été obtenu 
suite à l’alignement multiple des protéines VPS2.  
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